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RESUMEN 
El selenio es un micronutriente esencial que participa en muchos procesos 
fisiológicos y bioquímicos relacionados con la función inmune y el sistema de 
defensa antioxidante. Su deficiencia constituye un problema de interés  
mundial que puede afrontarse con la preparación de suplementos 
nutricionales como la selenio-levadura.  
 
El conocimiento de los procesos químicos y bioquímicos involucrados en la 
obtención de la selenio-levadura, así como el desarrollo de procesos y 
metodologías para caracterizar y controlar la calidad de este suplemento, 
orientan el objetivo de la presente tesis hacia la cuantificación de selenio 
total, selenometionina y metilselenocisteína, en el medio intracelular de la 
selenio-levadura con la implementación de técnicas espectrofotométricas, 
cromatográficas y electrométricas. 
 
Los criterios desarrollados en la presente investigación consideran utilizar el   
modelamiento matemático para evaluar el crecimiento de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae respecto a la adición de cantidades de selenito 
de sodio al medio de cultivo durante la fase de crecimiento exponencial; la 
selección del tratamiento para la obtención de biomasa de selenio-levadura; 
la obtención y recuperación de esa biomasa; la aplicación de etapas de 
mineralización, hidrólisis y extracción, según se requiera, para la 
cuantificación intracelular de selenio total, selenometionina  y 
metilselenocisteína.   
 
Los logros de la presente investigación han sido cuantificar los contenidos 
intracelulares de 745 ± 38 mg de selenio total, 1141 ± 42 mg de 
selenometionina  y 630 ± 150 mg de metilselenocisteína por kg de biomasa 
de selenio-levadura en base seca, mediante técnicas accesibles, para 
muchos laboratorios de investigación, como el método  espectrofotométrico 
xv 
 
almidón-yoduro  a 590 nm y el método HPLC-DAD (combinado con hidrólisis 
alcalina, extracción ácida y derivatización con OPA). Asimismo, se han 
conseguido las condiciones experimentales adecuadas para la obtención de 
selenio-levadura con mayor biomasa y viabilidad superior a 90%, en 
condiciones aeróbicas, lo que ocurre con la adición de  selenito de sodio en 
una concentración  de 8 mg Se(IV)/L  al medio líquido YEPD, después de 5 
horas de la inoculación, en un cultivo de 48 horas  a 30 °C y 200 rpm. 
 
Finalmente, se encontró que el efecto matriz de la selenio-levadura, después 
de la mineralización, interfiere grandemente la detección y cuantificación del 
selenio intracelular por voltametría cíclica a concentraciones  menores a 10 
mg Se(IV)/L . 
 
Palabras clave: cuantificación, selenometionina, selenio total, metilselenocisteína, selenio-
levadura, selenito, Gompertz, viabilidad celular, densidad óptica, HPLC-DAD, crecimiento de 
levadura, Se(IV), voltametría cíclica.  
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ABSTRACT 
Selenium is an essential micronutrient that is involved in many physiological 
and biochemical processes related to immune function and antioxidant 
defense. Selenium deficiency is a problem of global interest that can be 
faced with the fabrication of nutritional supplements like the selenium-yeast. 
 
Knowledge of chemical and biochemical processes involved in obtaining the 
selenium-yeast, as well as the development of processes and methodologies 
in order to characterize and control the quality of this supplement, guide the 
objective of this thesis towards the quantification of total selenium, 
selenomethionine and methylselenocysteine in the intracellular medium of 
the selenium-yeast with implementation spectrophotometric, 
chromatographic  and electrometric techniques.  
 
The criteria developed in this investigation consider the use of mathematical 
modelling in order to evaluate the growth of the yeast Saccharomyces 
cerevisiae regarding the addition of sodium selenite to the culture medium 
during the exponential growth phase; the selection of the treatment to obtain 
the biomass of the selenium-yeast; biomass obtaining and recovery; 
application of digest stages; hydrolysis and extraction, as required, for 
intracellular quantification of  total selenium, selenomethionine and 
methylselenocysteine. 
 
The achievements of this investigation have been the quantification of the 
intracellular contents of 745 ± 38 mg of total selenium, 1141 ± 42 mg of 
selenomethionine and 630 ± 150 mg of methylselenocysteine per kg of dried 
selenium-yeast biomass, through techniques accessible for many research 
laboratories, like the starch-iodide spectrophotometric method at 590 nm and 
the HPLC-DAD method (combination of alkaline hydrolysis, acid extraction 
and derivatization with OPA). Likewise, adequate experimental conditions 
xvii 
 
have been acquired for obtaining selenium-yeast with more biomass and a 
higher-than-90% viability, in aerobic conditions, which happens with the 
addition of sodium selenite with a concentration of 8 mg Se(IV)/L to the 
YEPD liquid medium,  after 5 hours of inoculation, in a culture of 48 hours at 
30 °C and 200 rpm.  
Finally, the matrix effect of the selenium-yeast, after digestion, largely 
interferes with detection and quantification of intracellular selenium by cyclic 
voltammetry at concentrations under 10 mg Se(IV)/L . 
  
Key words: quantification, selenomethionine, total selenium, methylselenocysteine, 
selenium-yeast, selenite, Gompertz, cellular viability, optic density, HPLC-DAD, yeast 
growth, Se(IV), cyclic voltammetry. 
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CAPITULO 1 
 
1.   INTRODUCCIÓN  
 
1.1.   Situación Problemática  
 
La forma química y la concentración de selenio, en los seres vivos, 
determinan su actividad biológica, ya sea como nutriente esencial en la 
dieta, como agente preventivo del cáncer o como tóxico. En la dieta, el 
selenio en forma inorgánica, como selenito de sodio, se presenta en los 
alimentos en muy bajas concentraciones y con  poca frecuencia, mientras 
que, las formas orgánicas de selenio, como  selenocisteína, selenometionina 
y metilselenocisteína se encuentran en alimentos provenientes de animales 
y plantas. 
 
Existen investigaciones sobre procesos y metodologías analíticas para la 
fabricación del suplemento nutricional de selenio-levadura o levadura 
selenizada, realizadas principalmente en la levadura  Saccharomyces 
cerevisiae, organismo eucariota  que  no tiene necesidad metabólica por 
selenio. La mayor parte de esos trabajos y estudios, en los que se aplican 
poderosas y variadas técnicas de separación y dispositivos de detección 
cada vez más sensibles, evalúan aspectos de la incorporación del selenio, 
conservación y tratamiento posterior del producto, además de la 
identificación o cuantificación de aminoácidos, péptidos, proteínas  y 
metabolitos conteniendo selenio. 
  
La presencia de diferentes moléculas, simples y compuestas, algunas  
conteniendo selenio, en variada forma y proporción, convierten a la selenio-
levadura en una matriz  compleja, donde el desarrollo de  procedimientos y 
metodologías analíticas para la identificación o  cuantificación  de formas 
inorgánicas y orgánicas de selenio, continúan siendo  una interesante, 
necesaria y desafiante actividad.  
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Por lo antes mencionado, el crecimiento de  una cepa  comercial de levadura 
Saccharomyces cerevisiae  en un medio líquido definido,  con adición de 
selenio (como selenito o  Se (IV)) en cantidades menores a 10 mg/L ; a  
condiciones controladas de temperatura y agitación, suministrarían evidencia 
científica sobre la  capacidad de este organismo para asimilar o acumular 
selenio en su medio intracelular,  bajo la forma de especies orgánicas de 
selenio, como los  selenoáminoácidos. 
 
En la presente investigación experimental a nivel de laboratorio, la 
implementación de técnicas analíticas accesibles, como las 
espectrofotométricas, cromatográficas y electrométricas, permiten cuantificar 
selenio total, selenometionina y metilselenocisteína para verificar la 
ocurrencia de reacciones químicas y enzimáticas durante el crecimiento  de 
la levadura. 
 
1.2.   Formulación del problema 
Determinar las cantidades de selenio total, selenometionina y 
metilselenocisteína en el medio intracelular de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae, en función de adiciones de selenito (menores a 10 mg Se(IV)/L) 
en el medio de cultivo. 
 
1.3.   Justificación teórica 
 
La selenometionina, selenocisteína, metilselenocisteína y otros 
selenoaminoácidos, formados en el medio intracelular de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae selenizada, dependen de la naturaleza  y 
magnitud de las  transformaciones químicas y bioquímicas en ese organismo 
eucariota,  a ciertas concentraciones de selenito en el medio de cultivo,  por 
eso, cuantificar selenio total y selenoaminoácidos en esta matriz constituye 
un reto y un aporte en aspectos de metodologías analíticas.  
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1.4.   Justificación  práctica  
 
La evaluación del crecimiento y las condiciones de operación para la 
obtención de biomasa de levadura Saccharomyces cerevisiae selenizada, en 
un medio de cultivo líquido, favorece la identificación y evaluación de 
parámetros del bioproceso, de utilidad en la industria alimentaria y 
farmacéutica entre otras. 
 
1.5.   Objetivos 
1.5.1.   Objetivo general 
Cuantificar selenio total, selenometionina y metilselenocisteína, en el 
medio intracelular de la levadura Saccharomyces cerevisiae, en función de la 
adición de selenito en el medio de cultivo, mediante técnicas 
espectrofotométricas, cromatográficas y electrométricas. 
     
1.5.2.   Objetivos específicos 
 
   Determinar selenio total, selenometionina  y metilselenocisteína en 
materiales de referencia mediante métodos espectrofotométricos y 
cromatográficos. 
 Evaluar y modelar el crecimiento de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae a concentraciones menores a 10 mg Se(IV) /L 
 Cuantificar selenio total intracelular en selenio-levadura 
 Cuantificar selenometionina y metilselenocisteína intracelular de selenio-
levadura. 
   Cuantificar Se (IV) en el medio de cultivo durante el crecimiento 
 Evaluar el contenido de selenio intracelular mediante voltametría cíclica. 
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CAPÍTULO 2 
 
2.   MARCO TEÓRICO 
 
2.1.   Antecedentes  
Existen diferentes técnicas y metodologías analíticas relacionadas a la 
detección y cuantificación de selenoaminoácidos libres o en sistemas 
biológicos, algunas de las cuales se describen a continuación. 
  
Cavalli y Cardellicchio (1995) reportaron la separación de los 
selenoaminoácidos  utilizando una columna  de intercambio aniónico,    en 
un sistema de gradiente cuaternario, a pH alcalino, seguida de la detección 
amperométrica de pulso integrada (electrodo de trabajo de oro y un 
electrodo de referencia de Ag/AgCl).  Los límites de detección fueron 620 
µg/L para selenometionina y 450 µg/L  para selenocisteína.  Este método 
permite la determinación directa de aminoácidos  no derivatizados. 
 
De otro lado, Hammel et al. (1997) lograron identificar selenocisteína y 
selenometionina en hidrolizados de proteína, utilizando la derivatización pre-
columna de los selenoaminoácidos con o-ftaldialdehído (OPA)  antes de la 
cromatografía líquida fase reversa con detección por fluorescencia. 
 
También Zheng et al. (2003) determinaron selenoaminoácidos en un 
suplemento nutricional de selenio-levadura usando dos sistemas 
cromatográficos fase reversa par iónico con detección por plasma acoplado 
inductivamente a  espectrometría de masa (ICP-MS) en línea. En  esta 
investigación se encontraron trazas de selenometionina (SeMet)  y 
selenocistina  en  los extractos  acuosos y extractos enzimáticos del 
suplemento. 
La disponibilidad de un nuevo material de referencia certificado para 
levadura selenizada, SELM-1 (Mester et al.; 2006), producido por el Institute 
for National Measurement Standards,  National Research Council of Canada  
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(INMS, NRC), suministra una herramienta para la estandarización de 
metodologías analíticas para selenio total, metionina y selenometionina. 
 
Pankiewicz y Jamroz (2008) utilizaron cromatografía de intercambio iónico 
para la separación de selenocisteína (SeCis), en el extracto hidrolizado de S. 
cerevisiae, cultivada  en un medio con adición de selenito de sodio,  seguida 
de su determinación fotométrica en la forma de un complejo con ninhidrina. 
  
Adicionalmente, Huang et. al. (2008) desarrollaron un novedoso método no 
cromatográfico por inyección de flujo separación/preconcentración en 
columna-dual acoplada en línea a ICP-MS,  para la especiación directa de 
selenio orgánico e inorgánico en muestras biológicas y medioambientales. 
 
Goenaga-Infante et al. (2008) demostraron, mediante un ejercicio 
internacional de intercomparación, para tabletas farmacéuticas de levadura, 
que la recuperación de SeMet, en una matriz compleja, depende del 
procedimiento de extracción y calibración utilizado. Al respecto, existen 
problemas asociados con la extracción cuantitativa de las especies de 
selenio intactas, a partir de matrices sólidas.  
 
Posteriormente, Deng et al. (2009) propusieron un nuevo método, simple, 
rápido, económico y sensible, para la determinación de SeMet en levadura 
enriquecida con selenio, usando Electroforesis Capilar acoplada en línea a 
detección por electroquimioluminiscencia.  
  
Finalmente, como la técnica de extracción enzimática seguida de un análisis 
por cromatografía líquida acoplada a ICP-MS, es el medio más utilizado para 
la determinación de SeMet en selenio-levadura, Ward et al. (2013) 
estudiaron como optimizar las condiciones de extracción y  lograron reducir 
el tiempo de extracción sin comprometer su eficiencia, para disponer  de un 
método adecuado en la determinación exacta y precisa de SeMet en 
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levadura enriquecida con selenio, con límites de detección y cuantificación 
de 5 ppb y 15 ppb de SeMet respectivamente.  
 
2.2.   Bases Teóricas 
 
2.2.1.   Química del selenio y sus compuestos inorgánicos 
El selenio es un elemento que pertenece al grupo 16 de la tabla 
periódica, también conocido como grupo de los calcógenos ó familia del 
oxígeno, constituido por los elementos oxígeno, azufre, selenio, teluro y el 
elemento radioactivo polonio. De ellos, el  oxígeno, azufre y selenio son 
esenciales para la vida, aunque solamente el selenio se requiere en 
cantidades traza.  
 
El uso selectivo del selenio, sin embargo, depende de sus propiedades 
químicas (Tabla 1), algunas de las cuales son similares a las del azufre, 
como  los valores de electronegatividad de ambos elementos, no obstante 
que, el azufre forma enlaces covalentes (elemento - hidrógeno, elemento -
carbono y elemento-elemento) más fuertes que el selenio y de acuerdo a  los 
diagramas de Frost (Figura 1), es más fácil oxidar selenio que azufre. 
Además, según Cupp-Sutton y Ashby (2016), los estados de oxidación  del 
selenio, –II, 0, IV y VI, son termodinámicamente estables en agua. Al 
respecto, Martens (2003) menciona  que el estado de oxidación es la 
principal característica de la química del selenio que afecta su solubilidad y 
su movilidad en la naturaleza, pues su distribución depende de la actividad 
microbiana, el pH de la disolución y las condiciones redox.  
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Tabla 1. Propiedades generales del selenio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Adaptada de Cupp-Sutton y Ashby (2016) 
 
 
 
 
 
 
Propiedad Valores 
Configuración electrónica [Ar] 3d104s24p4 
Masa atómica promedio(g/mol) 78,96 
Radio covalente (pm) 115 
Radio Van der Waals (pm) 190 
Longitud de enlace (pm) 
146 (Se-H) 
196 (Se-C) 
232 (Se-Se) 
Energía de enlace (kJ.mol–1) 
334,9 (Se-H) 
234 (Se-C) 
197,6 (Se- Se) 
Energías de Ionización(kJ.mol-1) 
940,9 
2045 
2974 
Afinidad electrón  (kJ.mol–1) 195 
Electronegatividad Pauling 2,55 
Polarizabilidad  (en Å3) 3,89 
pKa1, ( H2X) 3,89 
pKa2, (HX–) 15,1 
pKa2 (Cys/Sec) 5,43 
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Figura 1. Diagramas  de  Frost para azufre y selenio a pH 0 y 14. El valor  
               nE°= 0 es arbitrariamente asignado al estado cero-valente. Los 
               estados de oxidación S(-II) y Se(0) son los más estables a pH 0  
y S(VI) y Se(VI) son los más estables a pH 14. 
Fuente: Adaptada de Cupp-Sutton y Ashby (2016) 
  
El selenio según Holleman y Wiberg (2001) forma compuestos con 
hidrógeno, halógenos, oxígeno, azufre y otros. Uno de los compuestos de 
hidrógeno es el monoselano  o selenuro  de  hidrógeno  (H2Se), gas  
incoloro, que  se  licúa a -41,3°C  y  solidifica  a -65,74°C. La distancia Se-H 
es 1,46  Å  y el ángulo HSeH  es 91°. Se trata de un compuesto endotérmico 
menos estable que el sulfuro de hidrógeno. El H2Se es un ácido 
significativamente más fuerte que el sulfuro  de  hidrógeno, su primera  
constante   de   ionización     es   1,88 x 10-4  (pKa = 3,726) y corresponde  a   
la   etapa, H2Se  ⇌ (HSe)1– + H1+. Esta constante tiene el mismo orden de 
magnitud que las constantes del ácido nitroso, Ka = 4,5x10-4 (pKa = 3,347) y 
el fluoruro de hidrógeno, Ka = 7,2 x 10-4 (pKa = 3,143), mientras que el valor 
de la constante para la   segunda ionización está en el orden de 10-13. Como  
Estado de Oxidación 
n
E°
 
(V
) 
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ácido  dibásico forma selenuros de hidrógeno, MHSe, y selenuros de metal, 
MSe. Los selenuros de metal son más o menos coloreados, insolubles en 
agua y algunas veces en ácidos. Pueden ser sintetizados mediante la 
reacción entre el H2Se con disoluciones de sal del metal.  
 
El H2Se es un agente reductor más fuerte que el sulfuro de hidrógeno y sus 
disoluciones acuosas son rápidamente oxidadas  por el oxígeno atmosférico, 
dando precipitado de selenio rojo. Otro compuesto de interés es el diselano 
o dihidruro diselenio, H2Se2, que se forma por la reducción del ácido 
selenioso (H2SeO3). 
 
En lo que a los compuestos de halógenos se refiere, Se2X2, SeX2, SeX4 y 
SeX6, la afinidad del selenio por lo halógenos disminuye con el incremento 
de la masa del halógeno. Los haluros son preparados por halogenación del 
selenio, deshalogenación del SeX6 y por halogenación del SeO2. Aunque 
hay yoduros de selenio aniónicos y catiónicos, los yoduros de selenio no 
cargados, son todos compuestos endotérmicos que se descomponen aún a 
temperaturas bajas, lo que dificulta su aislamiento. También hay formación 
de  óxidos haluros como SeOX2 y SeO2X2. 
 
Entre los compuestos de oxígeno y Se (IV) se encuentra el dióxido de 
selenio (SeO2), que forma cadenas no planares de alto peso molecular 
(debido a la formación de dobles enlaces menos estables por los mayores 
radios atómicos del selenio). El SeO2 se disuelve fácilmente en agua para 
formar H2SeO3. Las disoluciones acuosas de H2SeO3 se forman cuando el 
selenio se oxida por ácido nítrico diluido: 3Se + 4HNO3 + H2O  3H2SeO3 + 
4NO y como ácido dibásico forma selenitos ácidos, MHSe y selenitos 
neutros M2SeO3. El ion SeO32- es de forma piramidal trigonal y el poder 
reductor del H2SeO3 es mucho menor que el del ácido sulfuroso, de tal forma 
que el H2SeO3 se reduce por el SO2 para dar selenio elemental. En  
disolución  ácida, el  H2SeO3  es  un  buen  agente oxidante,  que precipita el 
10 
 
yodo de la disolución de yoduro de hidrógeno (2I1–  I2 +2e1–), oxida al 
sulfuro de hidrógeno a azufre (S2–  S + 2e1–), al ácido sulfuroso a sulfúrico 
(SO32– + H2O  SO42– + 2H+ + 2e1–) a la hidracina a nitrógeno (N2H4  N2 + 
4H1+ + 4e1–), y en cada proceso se convierte en selenio rojo (forma 
alotrópica roja  del selenio elemental). Esta capacidad oxidante del selenio y 
del dióxido de selenio se utiliza en química orgánica (compuestos 
organoselenio) y como punto de partida para la síntesis de compuestos de 
selenio.  
 
Los compuestos de Se(VI), como el ácido selénico, H2SeO4, se forman por la 
oxidación del H2SeO3 en disolución ácida, mediante la acción  de agentes 
oxidantes fuertes como el cloro, ácido clórico, permanganato de potasio, 
ozono, peróxido de hidrógeno o electrolíticamente por oxidación anódica. La 
estructura del ion es tetraédrica y es un agente oxidante considerablemente 
más fuerte que el ácido sulfúrico, por eso una mezcla de ácido clorhídrico 
concentrado y ácido selénico concentrado genera cloro altamente reactivo y 
con agua regia puede disolver oro y platino. Es capaz de carbonizar a las 
sustancias orgánicas como los carbohidratos y como ácido dibásico genera 
hidrogenoselenatos, HSeO41– y selenatos, SeO42–. Los selenatos son 
agentes oxidantes más fuertes que los respectivos compuestos de azufre y 
cuando se calientan liberan oxígeno rápidamente. Además, al tratar el 
anhídrido del ácido selénico con pentóxido de fósforo (150–160 °C) se 
obtiene trióxido de selenio (SeO3). 
 
Los compuestos de nitrógeno como el tetranitruro tetraselenio, Se4N4, de 
color rojo, se obtienen por reacción del SeCl4, SeBr4 o SeO3 con amonio. 
Este compuesto que no es soluble en ningún solvente y es explosivo,  
también se puede preparar por termólisis del amidoselenato de amonio 
(NH4.SeO4NH2). 
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Respecto a los compuestos entre selenio y carbono, ambos elementos 
tienen las mismas electronegatividades, por lo que forman diselenuro de 
carbono y monoselenuro de carbono. El diselenuro es un líquido 
intensamente amarillo de olor desagradable que es soluble en CS2, CCl4 y 
tolueno, mientras que el monoselenuro de carbono, CSe, tiene una 
estructura análoga a la del CO.  
 
2.2.2.   Selenio orgánico 
 
El selenio en estado de oxidación –2 (–II), es la forma dominante en 
la química organoselenio  y las clases principales de compuestos 
organoselenio incluyen selenoles, diselenuros, selenóxidos, selenonas, 
ácidos de selenio, selenuros, haluros de selenio y compuestos 
selenoheterocíclicos (Perrone et al.; 2015). 
  
De otro lado, Holleman y Wiberg (2001) indican que hay muchos derivados 
orgánicos de los hidruros de selenio como H2Se, R2Se, R2Se2 entre otros, 
que pueden obtenerse a partir de RBr y Na2Se. El selenio se excreta, en los 
seres humanos, bajo la forma de Me2Se y otros compuestos, por eso el 
R2Se puede oxidarse a R2SeO, halogenarse a R2SeX2 o convertirse a RSeI 
por reacción con yoduros de alquilo. El selenio se reduce con facilidad a 
RSeH o se halogena a RSeX y los compuestos organoselenio son 
importantes como intermediarios en la síntesis orgánica, en la deshidratación 
de aldehídos y cetonas a compuestos -carbonilo insaturados o en la 
oxidación de alquenos a alcoholes.  
 
Maseko et al. (2013) indican que las principales formas orgánicas del selenio 
son los selenoaminoácidos, selenopéptidos y selenoproteínas y  que el  
selenio orgánico presenta una elevada biodisponibilidad. Al respecto, 
Herrero y Wellinger (2015) explican que el  Se(-II) se encuentra en el medio 
ambiente como especies metiladas, volátiles o como especies organoselenio  
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conformando proteínas, con los aminoácidos selenocisteína (SeCis) y 
selenometionina (SeMet), mientras que  Weekley  et al. (2011), dicen que los 
selenoaminoácidos, SeMet y metilselenocisteína (MeSeCis),  ocurren en 
forma  natural en alimentos aunque también están disponibles en 
suplementos nutricionales.  
 
La  SeMet  según  Suzuki  (2005)  se  encuentra  como residuo  de 
aminoácido en las proteínas en general y en forma libre en alimentos 
acumuladores  de SeMet, mientras la SeCis , que es muy reactiva por la  
presencia del  grupo selenol (SeH1-) difícilmente  se  encuentra  en  forma  
libre, en  su  lugar se acumula como aminoácidos no reactivos ( SeMet, 
MeSeCis, Ȗ- glutamil - Se- metilselenocisteína),  péptidos y como residuo de 
aminoácido en selenoproteínas. Además, el selenito, SeMet y MeSeCis 
libres son abundantes en levaduras y plantas acumuladoras. 
 
En las selenoproteínas de función conocida, la SeCis está siempre 
involucrada en la función proteica, en reacciones redox, aunque no sustituye 
a la cisteína  en el plegamiento oxidativo, ni en la catálisis no redox  (Salinas, 
2010). Las enzimas que contienen SeCis en el sitio activo, son 
catalíticamente más  eficientes  que  las  homólogas  que  contienen 
cisteína, pues la SeCis tiene algunas diferencias con la cisteína, la más 
importante es su pKa de 5,2 que implica que a pH neutro su grupo selenol 
está cargado negativamente, como  selenolato. Debido a sus valores de pKa 
a pH fisiológico, la cadena lateral de la selenocisteína está cargada 
negativamente, mientras que la de cisteína no lo está. Además, el átomo de 
selenio tiene mayor polarizabilidad, lo que le confiere  mayor nucleofilia en 
un rango más amplio de pH, y por tanto una mayor reactividad.  
 
En lo que respecta a la selenometionina, este aminoácido análogo de  la 
metionina,  contiene selenio por sustitución del átomo original de azufre y 
como aminoácido primario posee dos constantes de protonación: pK1= 2,19  
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para el grupo carboxilo  y  pK2 = 9,05 para el grupo amino (Quijano; 1999). 
La selenometionina puede ser ventajosamente incorporada en proteínas o 
metabolizada a selenocisteína y luego lisada a HSe1- por la ȕ-liasa. También 
puede ser directamente escindida  a metilselenol por  la ɣ-liasa.  
 
Por otra parte,  la MeSeCis no está incorporada a proteínas y prosigue la 
escisión por la ȕ-liasa a metilselenol, evitando de este modo que el 
metabolismo termine en HSe1-  (Cjuno y Rodríguez, 2018). 
 
En la Figura 2 se muestran algunas estructuras de selenomoléculas, formas 
inorgánicas, como el selenito y el selenato y algunas formas orgánicas.  
 
2.2.3.   El selenio en entornos biológicos  
 
Ruzik et al. (2016) mencionan que las especies de selenio 
encontradas en organismos vivos se clasifican en dos grupos: a) proteínas 
conteniendo selenio y  b) selenometabolitos de baja masa molecular (< 1000 
Da). Los  investigadores   mencionados   explican  que  en  el caso de la 
levadura, no existen genes responsables para la inserción genéticamente 
codificada  de selenocisteína en proteínas y las proteínas conteniendo 
selenio y las selenoproteínas se forman por aminoácidos, en los que el 
azufre se reemplaza por su análogo selenio. También reportan la 
incorporación al azar de los selenoaminoácidos en proteínas, especialmente 
en proteínas ricas en azufre, como gluteninas y glutelinas.  
 
Respecto a los selenometabolitos, indican que el metabolismo del selenio 
inorgánico  presente en el medio de cultivo, conduce a la formación de un 
enlace covalente entre el selenio y el carbono, produciendo compuestos 
organoselenio: 
2.2.3.1.   Selenoles  
R1-CH2-Se-H,  los  equivalentes  selenio   a  los  alcoholes  y tioles,   
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Figura 2. Estructuras de Algunas Selenomoléculas. 
Fuente: Cjuno y Rodríguez (2018) 
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incluyen el metilselenol, selenocisteína, selenohomocisteína y 
selenoadenosina. Estos  selenoles  son relativamente  inestables  y   sufren  
rápida oxidación con la formación de enlace Se-Se y en gran exceso de 
tioles enlace Se-S. 
2.2.3.2.   Selenoéteres 
Con una fórmula general R1-CH2-Se-CH2-R2.  El selenoéter más 
conocido es la selenometionina, selenoaminoácido que se presenta como 
metabolito en escasas ocasiones, pues reemplaza rápidamente a la 
metionina en la estructura de la proteína. 
2.2.3.3.   Di y tripéptidos 
 
Se forman a partir de selenotioles (selenocisteína y 
selenohomocisteína), α- aminoácidos que pueden formar enlaces peptídicos 
con otros aminoácidos abundantes  como la glicina y el ácido glutámico. 
 
2.2.3.4.   Diselenuros, selenio sulfuros y poliselenuros 
 
Son bastante estables y constituyen la mayor parte del 
selenometaboloma, se han encontrado en levadura por métodos avanzados 
de espectrometría de masa.  
 
2.2.3.5.   Modificación de selenoles 
 
Excepto el metanoselenol (también denominado metilselenol), los 
selenoles contienen un grupo amino que puede ser carboxilado; las 
modificaciones más frecuentes incluyen acetilación o 2,3- dihidroxi 
propionilación. 
2.2.3.6.   Selenoazúcares 
 
Según Johansson et al. (2012) el selenio  es seleccionado para 
ciertas funciones biológicas, no obstante, Cupp-Sutton y Ashby (2016)  dicen 
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que  el uso selectivo del selenio va a depender de las propiedades químicas 
únicas de este elemento, además destacan que se han identificado un 
número de derivados de selenio en estado de oxidación –II en el entorno  
biológico, que  son generalmente más reactivos que los derivados del azufre, 
por eso explican que los compuestos de selenio biológicamente relevantes 
pueden considerarse como “especies reactivas de selenio”.  
. 
2.2.4.  Selenio-levadura  
 
La producción de levadura selenizada es relativamente económica y 
se puede alcanzar por la adición de selenio inorgánico, por lo general 
selenito de  sodio,  al  medio  de  cultivo  según  refieren  Pedrero y  Madrid 
(2009), quienes mencionan que la identificación y cuantificación de especies 
de selenio en esta matriz sigue siendo un reto. Al respecto, Pérez-Corona et 
al. (2011)  señalan  que  la  habilidad de la  Saccharomyces  cerevisiae  para  
transformar selenio inorgánico en compuestos organoselenio es dependiente 
de las condiciones de crecimiento.    
 
Uno de los productos comerciales más populares según  Ruzik et al. (2016)  
se basa en la levadura selenio-enriquecida, que acumula altas cantidades de 
selenio, conteniendo solamente sus formas orgánicas, que de alguna 
manera asemejan fuentes de selenio “natural”, aunque, el rol benéfico del 
selenio así como su biodisponibilidad son muy dependientes de las especies 
presentes.  
 
Por otra parte, Mapelli et al. (2012)  consideran a la producción de selenio-
levadura como la forma más popular de generar suplementos alimentarios, 
aunque se requiere optimizar ese bioproceso, respecto al efecto tóxico que 
la administración de selenio, en cantidades no controladas, puede ejercer  
durante el cultivo de la levadura.  
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Según  Kieliszek et  al. (2015), el metabolismo de los compuestos de selenio 
en células de levadura, se basa en una serie de transformaciones que 
conducen a la reducción del grado de oxidación seguida de la formación de 
selenuro de hidrógeno (H2Se). Este metabolito intermedio puede ser 
utilizado para la síntesis de proteínas o puede ser convertido en formas 
metiladas, que  luego pueden ser eliminadas del organismo, aunque también 
es posible la formación de selenio elemental en las estructuras celulares de 
la levadura. En ese sentido, Cupp-Sutton  y Ashby (2016),  mencionan que 
como fuente de  selenio inorgánico, el selenito, Se (IV), debe ser reducido  a 
Se (-II), para su incorporación en aminoácidos, en un proceso que involucra 
reducciones bioquímicas multielectrón (6 electrones) que requieren 
generalmente  intermediarios inestables.  
 
Según Herrero y Wellinger (2015), el selenito reacciona espontáneamente 
con el  glutatión (GSH) para producir inicialmente selenodiglutatión (GS-Se-
SG), que en presencia de exceso de glutatión es reducido a glutationiselenol 
(GSSeH). Cada glutationiselenol dismuta espontáneamente en Se (0) y GSH 
ó es reducido por GSH para dar selenuro de hidrógeno, el cual es oxidado 
por el oxígeno a Se (0). En la Figura  3 se aprecian las reacciones no 
enzimáticas en la conversión del glutatión reducido (GSH) en glutatión 
oxidado (GSSG) para las reacciones 1, 2, 3 y 4, mientras que en la reacción 
5, aunque no es enzimática, se forman especies de oxígeno reactivas 
(ROS).  
 
Kaur y Bansal (2006) advierten que muchos compuestos de selenio tienen 
efectos nocivos sobre la viabilidad de las células de levadura en el ciclo celular, 
en la síntesis de proteínas y en la integridad del ADN. El selenito cambia la 
proporción glutatión reducido : glutatión oxidado (GSH : GSSG),  por oxidación 
del GSH, inhibiendo las fases S, G1 y G2 de división celular y la síntesis de 
proteína. Después de afectar enzimas, el selenito puede causar daño al ADN e  
inducir apoptosis. Por eso, reforzar el “estatus” de defensa antioxidante parece 
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 Figura 3. Esquema para la reducción metabólica de selenito y su 
conversión a formas orgánicas.  
                   Fuente: Adaptado  de  Cjuno  y  Rodríguez  (2018)  y  Herrero y   
                   Wellinger (2015) 
 
ser beneficioso, para el crecimiento y supervivencia de las células de 
levadura. Al respecto, Herrero et al. (2008)  mencionan que las células de  
levadura contrarrestan el estrés oxidativo metabólico o aquél causado 
externamente, mediante una variedad de estrategias que incluyen la 
desintoxicación de oxidantes y reparación del daño macromolecular. Esos 
estudios plantean que las glutarredoxinas, glutatión peroxidasas y glutatión 
transferasas coinciden en sus funciones y actividades enzimáticas con el 
GSH,  una pequeña molécula antioxidante esencial, en condiciones basales 
y de estrés, como se representa en la Figura 4, donde se aprecia que las 
enzimas glutatión transferasas son capaces de compartir actividades de 
redoxinas y peroxidasas, constituyendo un puente entre las dos estrategias 
enzimáticas  para la defensa contra los ROS.   
 
Los mecanismos por los cuales los compuestos de selenio ingresan en las 
células  de  Saccharomyces  cerevisiae  e  interfieren con los procesos 
celulares  se  muestran  en la Figura 5, que también representa la activación
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Fuente: Adaptado de Herrero et al. (2008) 
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de rutas metabólicas requeridas para la desintoxicación y tolerancia al 
selenio. El ingreso de selenito ocurre mediante transportadores de 
oxianiones y éstos, una vez en la célula, se transforman en selenuro a través 
de una ruta metabólica reductiva que puede involucrar al glutatión. Con la 
presencia de oxígeno, el  selenuro  puede promover la formación de anión 
superóxido y  otras especies reactivas ROS que pueden dañar el ADN, 
proteínas y otras macromoléculas celulares. Así, los cambios en el 
amortiguamiento redox de la célula y la sobreproducción de ROS pueden ser 
un origen de la toxicidad del selenio.  
 
Jamnik y Raspor (2005) mencionan que en los organismos unicelulares la 
reducción de la velocidad de crecimiento se relaciona con las condiciones de 
estrés, por eso, determinar la viabilidad celular permite  estimar la condición 
de la población celular y hallar la concentración a la cual se activa la 
respuesta al estrés. Adicionalmente, Marinescu y Stoicescu (2011) explican 
que el color de la levadura selenizada es un indicativo de la cantidad de  
selenio acumulado por la levadura.  
 
Pinu et al. (2017), indican que en los microorganismos existen dos tipos de 
metabolismo: primario y secundario. Las rutas metabólicas primarias se 
relacionan a la generación de energía y síntesis celular, consecuentemente, 
los metabolitos involucrados en este metabolismo exhiben una alta tasa de 
intercambio dentro de la célula, mientras que el metabolismo secundario se 
asocia con una baja velocidad de crecimiento, respuestas al estrés y ruptura 
de componentes celulares, por eso los metabolitos tienen menor velocidad 
de cambio al interior de la célula.   
  
2.2.5.   Extracción de metabolitos intracelulares en levadura 
 
Uno de los aspectos importantes para disponer del contenido 
intracelular de la biomasa celular, se relaciona con la envoltura o pared 
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celular del microorganismo, pues su ruptura va a depender de la complejidad 
estructural de la misma. En ese aspecto, la pared celular de la levadura,  se 
encuentra constituida por polisacáridos  tipo ȕ-glucanos (58%), manoproteí 
nas (40%) y quitina (2%) que le otorgan resistencia y complejidad (Kapteyn 
et al.; 1999, Aguilar et al.; 2005). 
 
La ruptura de la pared celular de las levaduras requiere superar los enlaces 
químicos covalentes y enlaces cruzados entre sus componentes. Al 
respecto, Pinu et al. (2017) indican que los métodos disruptivos no 
mecánicos son los preferidos para la extracción de los metabolitos 
intracelulares. Los agentes físicos y químicos se utilizan para hacer 
permeable  la pared celular y permitir la liberación de los metabolitos del 
medio citoplasmático. Diferentes agentes  disruptores  como los enzimáticos, 
mecánicos y químicos, se pueden usar para la preparación de muestras 
intracelulares. La aplicación de agentes tanto enzimáticos como físicos 
logran la degradación de compuestos poliméricos de la envoltura celular y 
hay liberación de grandes moléculas. Algunos métodos físico-enzimáticos 
pueden combinarse con métodos químicos para mejorar el proceso de 
extracción. Sin embargo, la lisis química forma parte de la mayoría de 
protocolos desarrollados para extraer los metabolitos intracelulares de las 
células microbianas. 
 
Villas-Boas et al. (2007) dicen que los métodos de lisis química se basan en 
la aplicación de agentes químicos, que permiten la distribución de los 
metabolitos entre dos fases, de acuerdo a sus coeficientes de partición, 
solubilidad, temperatura del solvente y los volúmenes relativos de las fases, 
para finalmente concentrar los metabolitos de interés en una fase. Los 
solventes polares como metanol o etanol y no polares como acetato de etilo, 
hexano y cloroformo son ampliamente empleados para la extracción de 
metabolitos intracelulares microbianos. Los solventes orgánicos, que 
debilitan la pared celular, producen poros en las envolturas celulares, lo que 
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permite  liberar los metabolitos intracelulares y extraerlos en el solvente 
orgánico, en tal  sentido, investigadores como Villas-Boas et al.(2005) y 
Duportet et al. (2012); señalan que la elección de un protocolo de extracción 
adecuado depende de parámetros como el volumen de muestra, tiempo de 
extracción y cobertura  de los metabolitos de interés, entre otros.  
 
En el caso de células de levaduras, existen reportes de extracción de 
metabolitos intracelulares polares con etanol al 75% v/v (80°C), protocolo 
que resulta simple, rápido y con buena reproducibilidad, aunque no es 
adecuado para metabolitos termolábiles o aquéllos con posibilidad de 
oxidarse. Otra alternativa que resulta simple y rápida (para varios 
microorganismos incluyendo las levaduras) es realizar la extracción con 
metanol en frío (< -20°C), para metabolitos termolábiles, aunque la principal 
desventaja es la falta de una inactivación enzimática completa y desde luego 
la posible interconversión de la reserva de metabolitos.  
 
Dekoning y Vandam (1992) usaron una mezcla de metanol-agua- cloroformo 
tamponada a baja temperatura (-40 a -20°C), con agitación (300xg rpm por 
45 minutos), para extraer metabolitos polares de las células de levadura. Se 
obtiene muy buena recuperación de compuestos termolábiles y fosforilados, 
aunque es un método laborioso, que consume tiempo y el buffer puede 
causar problemas con la técnica analítica. 
 
Respecto al clásico método de extracción usando ácidos como el perclórico,  
tricloroacético y clorhídrico, que permite buenas extracciones de metabolitos 
polares y ácido estables, en bacterias, levaduras y hongos filamentosos 
(Hajjaj et al.; 1998, Villas-Boas et al.; 2005, Faijes et al.; 2007, Park et al.; 
2012, Mei et al.; 2011), se requiere neutralizar el pH una vez finalizada la 
extracción y los mejores resultados se obtienen para aminas y poliaminas. 
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Finalmente, la extracción alcalina se usa para la extracción de metabolitos 
intracelulares de levaduras y hongos filamentosos, se realiza a bajas 
temperaturas, es un excelente método para la disrupción de paredes 
celulares porque desactiva rápidamente las enzimas a un pH alto. 
Adicionalmente, existen algunas características de este método que incluyen 
una limitada recuperación de metabolitos intracelulares, saponificación de 
lípidos e hidrólisis de proteínas y polímeros. También se requiere neutralizar 
el pH con la formación de sales que son removidas por centrifugación (Villas-
Boas et al.; 2005, Villas-Boas et al.; 2007).  
 
De otro lado, Ochsenkuhn-Petropoulou y Tsopelas  (2016) indican que las 
técnicas de extracción comunes para la recuperación de especies de selenio 
incluyen el tratamiento con agua caliente, metanol, ácido clorhídrico diluido o 
disoluciones acuosas de NaOH, entre otras y que para incrementar las 
recuperaciones de extracción se emplean técnicas asistidas, tales como la 
extracción asistida por microondas  o por ultrasonido. 
 
Respecto a la aplicación de ultrasonido, Liu et al. (2016) explican que el 
ultrasonido puede producir un efecto positivo en la actividad de la proteína, 
aunque ultrasonicación de alta intensidad causa desnaturalización del tejido 
biológico, por lo que la actividad o estabilidad de los compuestos bio-activos 
depende de los parámetros de sonicación.  
 
El desarrollo de procedimientos que involucran la degradación controlada de 
compuestos originales a compuestos de menor peso molecular, constituye 
una de las posibles estrategias a utilizar. Los selenometabolitos con muy 
pocas excepciones, son solubles en agua y se  recuperan,  generalmente, 
de muestras de levadura,  mediante lixiviación con agua o amortiguadores y 
buffers neutros. Hay reportes sobre rendimientos de extracción menores a 
20%, aunque hay que evitar la posible oxidación/degradación de las 
selenoespecies extraídas, en tal condición, es posible realizar el análisis 
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inmediatamente después de preparar la muestra, debido a que el uso de 
extractantes, para el fraccionamiento químico de selenocompuestos 
asociados con diferentes componentes de la matriz, requiere una elección 
cuidadosa para lograr especies bien definidas. 
 
La digestión proteolítica es el procedimiento más utilizado para 
selenoáminoácidos en proteínas. Al respecto, el protocolo convencional  
según Hirs et al. es  la hidrólisis con ácido clorhídrico 6 M a 110-120°C por  
24 horas, que presenta como desventaja la incompleta ruptura  de los 
enlaces peptídicos de algunos aminoácidos hidrofóbicos, pérdida de 
aminoácidos lábiles y posible conversión de metionina a metionina sulfóxido.   
 
Al respecto Joergersem  y Thestrup  indican que una hidrólisis ácida  asistida 
por microondas permite una recuperación más rápida de algunos 
aminoácidos frente a la hidrólisis convencional, sin embargo Kroll et al. 
reportan que el triptófano, metionina y cisteína / cistina  son parcialmente 
destruídos en una digestión por microondas (Wrobel et al.; 2003). 
 
Otra opción es una hidrólisis básica en medio fuertemente alcalino, por lo 
general hidróxido de tetrametilamonio,  que se aplica a muestras de levadura 
enriquecida industrialmente en selenio (Cabañero; 2005).  
 
2.2.6.   Cuantificación de selenio en levadura 
 
Bierla et al. (2012) dicen que la concentración de SeMet es un 
parámetro establecido del carácter “orgánico” de los suplementos de 
levadura enriquecida con selenio  y su determinación puede ser validada  
por el uso del material de referencia certificado SELM-1, aunque las 
propiedades físico-químicas de la levadura producida por diferentes métodos 
difieran de la levadura SELM-1 (Bierla et al. 2018). 
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Aunque las técnicas cromatográficas (cromatografía iónica, IC,cromatografía 
de gases, GC, y cromatografía líquida, HPLC) han sido ampliamente 
utilizadas, se destacan algunos aspectos críticos en la especiación de 
selenio como la obtención de derivados térmicamente estables en 
cromatografía de gases y  la probable interacción entre analitos y el material 
de empaque de la columna (en el caso de HPLC fase reversa). La  
cromatografía líquida (HPLC), ha sustituido a la cromatografía de 
intercambio iónico, pues su mayor poder de separación ha reducido el 
tiempo del análisis, principalmente, en fase  reversa (HPLC RP) que es la 
modalidad más popular, e involucra el uso de fase estacionaria no polar (C18 
Octadecil o C8 Octil) y una fase móvil líquida polar. La elución se realiza 
reduciendo la polaridad por adición de un modificador orgánico (metanol, 
acetonitrilo o isopropanol). La separación tiene lugar de acuerdo a la 
polaridad de los compuestos y el detector de plasma acoplado 
inductivamente a espectrometría de masa (ICP-MS) es preferido cuando se 
requieren máxima sensibilidad y bajos límites de detección. Sin embargo, 
existe la necesidad de desarrollar y aplicar métodos de separación 
adicionales que, en conjunto, proporcionarían mayor seguridad de 
información confiable. Otra alternativa es el etiquetado por fluorescencia en 
combinación con HPLC para la determinación de aminoácidos conteniendo 
selenio mediante el etiquetado del grupo amino (Cjuno y Rodríguez; 2018). 
 
Según Constantinescu-Aruxandei et al. (2018) el método para determinar 
selenio total, más recientemente desarrollado, es ICP-MS, que se utiliza para 
muestras sometidas a digestión con ácido nítrico asistido por peróxido de 
hidrógeno (H2O2), los otros métodos utilizados son la espectroscopía de 
absorción atómica (AAS) y en menor grado plasma acoplado inductivamente 
a espectrometría óptica (ICP-OES). Los métodos se acoplan con generación 
de hidruros (HG) para transformar el selenio inorgánico en hidruros volátiles. 
La generación de hidruros también elimina el riesgo de pérdida y 
volatilización de analitos de interés debido al uso de ácidos minerales para la 
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etapa inicial de digestión de muestras. Otra posibilidad para eliminar este 
riesgo es el uso de ablación laser (LA) con ICP-MS (LA-ICP-MS) que permite 
el análisis de selenio a partir de muestras sólidas, para evitar la digestión 
ácida que se usa antes del análisis. 
 
Otro estudio realizado por Krejcová et al. demostró la ventaja de usar plasma 
acoplado inductivamente a espectrometría de masa por tiempo de vuelo 
(ICP-TOF-MS), en el análisis de suplementos dietarios con una matriz  
variable y compleja, además se puede utilizar ionización electrospray como 
un detector específico para selenio, libre de interferencias poliatómicas que 
afecten a la ICP-MS. Adicionalmente, Stosnach et al. reportaron que  la 
espectroscopía de fluorescencia de rayos X reflexión total es una técnica 
capaz de detectar selenio a nivel de ppm, con un límite de detección de 0,1 a 
0,2 mg/kg para suplementos dietarios (Constantinescu-Aruxandei et al.; 
2018). 
 
En el caso del selenio inorgánico, las técnicas de detección ópticas incluyen 
colorimetría, absorbancia, fotoluminiscencia, pero su exactitud depende de 
las características del material sensorial. Las formas de selenio inorgánico 
pueden ser detectadas en una matriz agua usando métodos voltamétricos. 
Los métodos ópticos y voltamétricos tienen el potencial de conducir al 
desarrollo de dispositivos portátiles y económicos para la detección de 
selenio inorgánico en agua. También se pueden cuantificar las 
concentraciones de selenito usando espectrometría de absorción atómica 
con generación de hidruros (HG-AAS), que puede incluir cromatografía 
líquida (HPLC-HG-AAS), sin olvidar la AAS acoplada a un sistema de 
generación de vapor fotoquímico UV, para mencionar finalmente aquéllos 
métodos que usan reactivos complejantes y forman complejos coloreados 
con Se(IV) para espectrofotometría.  
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Para cuantificar el selenio orgánico en los suplementos que se basan en 
SeMet, como la levadura enriquecida en selenio, donde se incluye una 
amplia cantidad de moléculas complejas en las que el selenio es 
incorporado, se propone realizar la digestión de las muestras y luego 
emplear métodos de detección, tales como HPLC combinada con otras 
técnicas.  
 
Kubachka et al. (2017) analizaron selenio como selenato, selenito, selenio 
levadura, MeSeCis, SeMet, complejos selenio aminoácidos o quelatos de 13 
suplementos dietarios en varias formas : cápsulas, geles líquidos o suaves y 
tabletas, usando LC-ICP-MS, que ofrece la ventaja de separación antes de 
su cuantificación. Los resultados obtenidos luego de aplicar diferentes tipos 
de extracción, mostraron discrepancias entre los ingredientes etiquetados y 
las especies analizadas. 
  
Constantinescu-Aruxandei et al. (2018) mencionan a la SeMet y SeCis, 
como los dos principales aminoácidos encontrados en proteínas de levadura,        
también indican que la cuantificación de SeMet depende de la granulometría 
y otras características de los suplementos. Respecto a los métodos 
analíticos usados para la especiación, consideran la HPLC acoplada  a 
espectrometría de masa por tiempo de vuelo, a espectrometría de masas 
Orbitrap y otros. 
 
Otros investigadores, indican que las técnicas voltamétricas, se pueden 
aplicar al análisis por especiación de selenio, teniendo en consideración que 
el  Se(IV), SeCis, selenocistamina, selenourea y Me2Se2 son electroquímica- 
mente activas, mientras que el Se(VI), SeMet y Me2Se son electroquímica- 
mente inactivas (Ochsenkhun-Petropoulou y Tsopelas; 2016).
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CAPÍTULO 3 
 
3.   METODOLOGÍA 
 
3.1.   Tipo de Investigación   
Es una investigación experimental a nivel de laboratorio en el campo 
de las ciencias químicas. 
3.2.   Diseño de la Investigación   
En la Figura 6 se  muestra un esquema de las etapas de la investiga-
ción.  
 
                   
                
Cuantificación de selenio total, selenometionina y  
metilselenocisteína en materiales de referencia 
 
 
Crecimiento de la levadura con adición de selenito 
de sodio al medio de cultivo 
 
 
Selección de la concentración de Se(IV) para la obtención 
de selenio-levadura 
 
 
Obtención de la muestra de selenio- levadura 
 
 
    Cuantificación de selenio total, seleniometionina y  
metilselenocisteína en selenio-levadura 
 
 
Evaluación del contenido de selenio intracelular en  
selenio-levadura por voltametría cíclica 
 
  
3.3.   Material biológico Figur  6. Etapas experimentales de la investigación 
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El  material  biológico  es  una  cepa  comercial  de  levadura  seca  
activa Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212, libre de gluten  
y organismos genéticamente modificados (GMO and gluten free), producida 
por Lallemand INC. Montreal Qc. Canada HIW 2N8. 
 
3.4.   Estándares 
 
L- Metionina ( 98%) Sigma-Aldrich, SELM -1 (material de referencia 
certificado de levadura enriquecida con selenio) NRC-CNR, selenito de sodio 
P.A. (99%) Panreac AppliChem, seleno-D-L-metionina (99%) Sigma-
Aldrich, Se-(metil)selenocisteína hidrocloruro ( 95%) Sigma-Aldrich.   
 
3.5.   Reactivos 
Acetonitrilo HPLC Merck, glucosa anhidra Fisher Scientific ACS 
certificada; extracto de levadura US Biological, grado biología molecular; 
Metanol  HPLC, Merck; peptona BD Bacto peptona; azul  de metileno  Riedel 
de Haen para microscopía; HCl Baker ACS (36,5-38%); yoduro de potasio 
(99%) Merck Emsure; almidón soluble Scharlau.  
 
3.6.   Equipos 
Agitador orbital Thermo Scientific MAXQ 7000; autoclave ALP modelo 
CLG-32L/40M/; balanza analitica marca Sartorius modelo ENTRIS 124-1S; 
Baño María Fisher Scientific modelo 205; bas cyclic voltametry cv-1b-120 
Bioanalytical con software LabVIEW 2013-National Instruments-Version 13.0 
(32-bit); Cámara Neubauer - BOECO Germany, bright line, modelo Tiefe 
Depth. Profondeur (0.100 mm - 0.0025mm2); cabina de bioseguridad 
Biobase modelo  1231BBC86 MSC Clase II;  cromatógrafo líquido HPLC-
DAD KONIK 560, con desgasificador en línea y horno; espectrofotómetro 
UNICO UV/VIS SQR-4802 double beam scanning uv/vis spectrophotometer 
con UV-VIS Analyst software for SQ-4802 VS.11-2011; microscopio Olympus 
modelo CX31RBSFA; estufa Memmert; espectrofotométro Biomate 3 
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Thermo Electron Corporation; espectrofotómetro 10S Genesys; pHmetro UB-
10 Denver Instrument. 
3.7.   Software 
Se utilizó el paquete estadístico R γ.β.5, con los paquetesμ “nlsβ” y 
“proto”.  
3.8.   Procedimiento experimental   
 
En la Figura 7 se presentan las operaciones desarrolladas en las  
diferentes etapas  de  la  presente  investigación,  comienza  con  la  
verificación  de los métodos analíticos para la cuantificación de selenio total, 
selenometionina, metilselenocisteína y selenito en los materiales de 
referencia; continúa con el crecimiento de la levadura Saccharomyces 
cerevisiae en el medio de cultivo líquido YEPD, en condiciones aeróbicas, 
con la adición de  selenito de sodio en la fase de crecimiento logarítmico 
hasta alcanzar la fase estacionaria, luego se realiza el modelamiento del 
crecimiento y la selección del tratamiento para la obtención de biomasa de 
selenio-levadura, finalmente, se realiza la cuantificación de  selenio total, 
selenometionina  y metilselenocisteína intracelular en la muestra de selenio-
levadura.   
 
3.9.   Determinación de selenio total, SeMet, MeSeCis y Se(IV) en 
materiales de referencia 
 
3.9.1.   Método almidón-yoduro para selenio total 
 
La determinación del selenio total intracelular de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae se realizó con el método espectrofotométrico 
almidón-yoduro (método basado en yodometría: SeO32- + 2I1- + 6H1+  Se + 
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Saccharomyces  cerevisiae  
LALVIN Bourgovin RC 212    
(Activación  A y B en YEPD) 
 
                                                                          
         
                       
                                             
                                                                                                    
 
                                                           
 
                                                      
                                                                  
 
      
                                   
                           
                          
 
                                                   
                                                                              
                      
 
        
    
 
          
                MÉTODOS ANALÍTICOS 
        ESPECTROFOTOMÉTRICOS ,  CROMATOGRÁFICOS 
                         ELECTROMÉTRICOS 
 
Figura 7.  Esquema del procedimiento experimental 
 
INÓCULO 
(24 horas) 
Medio de cultivo líquido 
YEPD,  30°C, 200rpm  y 
condiciones  aeróbicas, 
durante 72 y 48 horas 
 
Na2SeO3 
MeSeCis 
SeMet 
Se(IV) Se  
10% 
Curvas de Crecimiento 
AcA x 72 hrs 
ó 
 AcB x 48 horas 
Biomasa Sobrenadante 
Medida de densidad 
óptica  y recuento 
celular 
Muestra de  
Selenio-levadura 
Materiales 
de 
Referencia 
Selección de  
concentración 
de  Se(IV) 
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I2 + 3H2O) , Vogel (1979). El procedimiento general consistió en medir un 
volumen de estándar o de muestra al que se adicionaron 5 mL  de almidón al 
0,1%, p/v,  0,5 mL de EDTA al 5% p/v, 0,5 mL de KI al 2% p/v y  0,5 mL de 
HCl 6 M, luego se dejaron reaccionar durante 10 minutos, se completó con 
agua destilada hasta 10 mL y se realizó la medida de absorbancia a 590 nm 
antes de transcurridos 15 minutos.  
 
En la preparación directa de estándares de selenio, se pesaron 0,0139 
gramos de selenito de sodio, se llevaron a 2 mL con agua ultrapura y a partir 
de esa disolución se obtuvieron por dilución disoluciones estándar de 100 y 
20 mg Se(IV)/L respectivamente.  
 
También se realizaron adiciones de selenito de sodio a levadura sin selenio 
de la siguiente forma : a 0,0137 gramos de selenito de sodio se adicionaron 
0,0400 g de levadura seca, se agregaron 20 µL de agua ultrapura, 150 µL de  
HClO4 ( 70%p/p) y 50 µL de HNO3 (54%p/p), se sometieron a calentamiento 
moderado, luego se agregaron 50 µL de HCl 6M y nuevamente se calentó, 
enfrió y neutralizó en frío con 100 µL de NaOH 6M para llevar a un volumen 
de 2 mL. Después se agitó, centrifugó y el residuo se resuspendió con 1,5 
mL de agua ultrapura. A partir de esta suspensión, se  realizaron diluciones 
de 100 y 20 mg Se(IV)/L, para proseguir con el procedimiento general  antes 
descrito. 
  
Para el análisis del material de referencia certificado SELM-1, se pesaron 
0,0600-0,0800 g, se agregaron 40 µL de agua ultrapura, 300 µL de  HClO4 
(70%p/p) y 100 µL de HNO3 (54%p/p), se sometieron a calentamiento 
moderado, luego se agregaron 100 µL de HCl 6M se calentó, enfrió y 
neutralizó en frío con 200 µL de NaOH  6M para llevar a un volumen de 4 
mL, luego se mezcló, centrifugó y el residuo se resuspendió en 3,0 mL de 
agua ultrapura. Después se aplicó el procedimiento general. 
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3.9.2.   Método HPLC-DAD para SeMet y MeSeCis 
 
3.9.2.1.   Preparación y derivatización de estándares 
 
Según el método HPLC-DAD de Wang et al. (2010), con algunas 
modificaciones, se  prepararon disoluciones acuosas de cada uno de los 
estándares de los aminoácidos metionina, selenometionina y metilseleno- 
cisteína en concentraciones de 300 mg/L y de 20 mg/L. También una mezcla 
conteniendo los tres aminoácidos en proporción 1:1:1, con una concentra- 
ción de 300 mg /L para cada aminoácido. La disolución de OPA se preparó 
con 0,0075 g de OPA, 0,0750 mL de metanol HPLC, 0,900 mL de buffer 
borato a pH  9,5 y  0,0400 mL de  β-mercaptoetanol.  
 
Se realizó un barrido de las disoluciones de 20 mg/L de cada aminoácido en 
un rango de 190-350 nm, registrándose sus espectros UV sin derivatizar y 
derivatizados con OPA. Se derivatizó con OPA la mezcla de tres estándares 
de los aminoácidos: metionina, selenometionina y metilselenocisteína  para 
elaborar la curva de calibración respectiva de acuerdo a la Tabla 2. 
 
Tabla 2.  Derivatización de estándares con OPA 
Concentración 
total de 
aminoácidos 
(mg/L) 
Volumen de 
disolución de   
aminoácidos 
totales 
(µL) 
Volumen de 
agua pura 
(µL) 
Volumen de 
disolución 
OPA 
(µL) 
Volumen de 
fase móvil* 
(µL) 
25 50 100 12 40 
50 100 50 12 40 
100 150 ---- 12 40 
* fase móvil : 10 mL de metanol, 10 mL de acetonitrilo y 80 mL de buffer 
fosfato a pH 7,5. 
 
Las disoluciones se colocaron  en baño maría a 40°C por 5 minutos, 
después  se dejaron enfriar a temperatura ambiente (21–25 °C) por 15 
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minutos, luego se agregaron 40 µL de fase móvil y se mezclaron. 50 µL de la 
mezcla se inyectaron en el cromatógrafo con la columna Nucleosil 100 C18  
5µm 25 x 0,4cm (KONIK). La temperatura del horno de la columna fue 40°C 
y  la velocidad de flujo de la fase móvil de 1mL/ min, en modo gradiente  
según la Tabla 3. 
 
Tabla 3. Gradiente de la Fase Móvil 
 
 
 
 
 
 
 
3.9.2.2.   SeMet en SELM-1 mediante HPLC-DAD 
 
En el caso de SELM-1, se pesaron 0,060 g, se adiciona 5,4 mL de 
agua ultrapura, se homogeneiza en el vortex, se sonica a 20 kHz por un 
minuto, y se centrifuga a 3500 rpm durante 5 minutos. Después de eliminar 
el sobrenadante se adiciona 600 µL de NaOH 6M y se calienta en baño 
maría seco a 83°C durante 30 minutos. Después se enfria, se adiciona 1,2 
mL de HCl 6M y 6 mL de etanol absoluto, se sonicaron por un minuto a 20 
kHz y se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos, se midieron 6 mL del 
sobrenadante, se colocaron en un vaso de 50 mL, a continuación se evaporó  
a 90 ± 1°C hasta sequedad. Al residuo se adicionaron 5 µL de HCl 6M y 995 
µL de agua pura, se mezcla en vortex y se filtra (filtro de nylon 0,45 µm). El 
filtrado se recibe en un vial de 2 mL. A continuación se realiza la 
derivatización y cromatografía según las Tablas 2 y 3. 
 
 
Tiempo 
(minutos) 
Metanol 
(mL) 
Acetonitrilo 
(mL) 
Buffer  fosfato 
pH 7,5 (mL) 
0 10 10 80 
3 10 10 80 
18 30 30 40 
23 30 30 40 
25 10 10 80 
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3.9.3.   Método yodo-almidón para Se(IV)  
 
El método espectrofotométrico yodo-almidón, propuesto por 
Narayana et al. (2003)  se basa en la reacción del selenito y el yoduro de 
potasio en medio ácido, que libera yodo y forma un complejo de color azul 
con el almidón, con máxima absorbancia a 570 nm. Los estándares se 
prepararon en fiolas de 10 mL, con volúmenes de la disolución de trabajo de 
Se (IV); 1,0 mL de KI al 2% (p/v); 1,0 mL de HCl 2M y 0,2 mL de almidón al 
1% (p/v). La  disolución stock de 1000 mg Se (IV)/L se preparó con selenito 
de sodio y las disoluciones de trabajo se obtuvieron mediante dilución de la 
disolución stock. Se verificó el  max  con el estándar de 0,6 mg Se(IV)/L y el 
blanco. Después, se prepararon los estándares a concentraciones de 0 a 
1,0 µg Se(IV)/mL en fiolas de 10 mL, sin y con adición del medio YEPD (0,5 
mL), volúmenes de la disolución de trabajo de Se (IV); 1,0 mL de KI al 2% 
(p/v); 1,0 mL de HCl 2M y 0,2 mL de almidón al 1% (p/v), se llevaron a aforo 
con agua destilada, se homogeneizaron y las mediciones de absorbancia se 
realizaron a 570 nm. 
 
3.9.4.   Voltametría cíclica para Se(IV) 
 
Se realizó la voltametría cíclica de una disolución de selenito de 
sodio según la metodología utilizada por Kowalik (2015). Los  electrodos 
utilizados fueron: electrodo de referencia Ag/AgCl-KCl(sat), electrodo auxiliar 
de platino con área activa de 2 x 0,5 mm, electrodo de trabajo de hilo de oro 
de 250 micras y área esférica activa de 650 micras. 
 
La calibración del equipo se realizó con una celda muda. Luego se calibró 
para la medida utilizando como electrolito soporte ácido sulfúrico y agua 
ultrapura en una celda de 10 mL: H2SO4  7x10-3  M; H2SO4  7x10-3  M y 
Na2SeO3 1x10-3 M. Después  se preparó la celda de 10 mL  con H2SO4 y 
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0,100 mL de una mezcla ácido perclórico-ácido clorhídrico (1,8 M - 0,3M  
aproximadamente).    
  
También se prepararon las siguientes celdas de 10 mL: H2SO4  7x10-3  M con 
agua ultrapura y 0,200 mL de mezcla HClO4–HCl; agua ultrapura con 0,100 
mL de Na2SeO3 0,10 M y 0,200 mL de mezcla HClO4-HCl. Finalmente se 
preparó la celda de 10 mL  adicionando agua ultrapura,  0,100 mL de mezcla 
HClO4-HCl y volúmenes crecientes de Na2SeO3 1x10-3 M. El barrido utilizado 
fue de 150 mV/s. 
 
3.10.   Cultivo de  Saccharomyces cerevisiae 
 
La levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212  
es inoculada en el medio de cultivo líquido yeast extract, peptone, dextrose 
(YEPD), utilizándose dos formas de activar la levadura a condiciones únicas 
de  temperatura, agitación y tiempo de adición de selenito de sodio (cinco 
diferentes concentraciones además del control) durante la fase de 
crecimiento exponencial, en cultivos desarrollados por periodos de 72 y 48 
horas. 
 
3.10.1.   Preparación y análisis del medio de cultivo  
 
El  medio  de  cultivo  líquido YEPD, se  preparó  según  la Tabla 4,  
luego  este medio y la disolución de selenito de sodio (conteniendo 1000 mg 
Se (IV)/L) fueron autoclavados a 121°C y 16 lb/pulg2 durante 20 minutos. 
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Tabla 4. Componentes del Medio de Cultivo YEPD 
 
 
 
 
 
 
 
 
Después de autoclavar el medio y enfriarlo, se realizaron mediciones de pH 
y determinaciones de carbono, nitrógeno, fósforo, azufre y selenio. Los  
métodos analíticos utilizados fueron: método de Walkley-Black con oxidación 
química y medida espectrofotométrica a 575 nm  para carbono;  el método 
de  Kjeldahl (digestión ácida,  destilación  y  volumetría  ácido-base)  para 
nitrógeno; Standard Methods Water and Wastewater, 4500-P Stannous 
Chloride para fósforo;  Standard Methods Water and Wastewater, 4500- 
SO42- Turbidimetric para azufre. Después de la selenización se determinó 
glucosa (método volumétrico Lane-Eynon) y etanol (oxidación de etanol 
destilado con dicromato en medio ácido y espectrofotometría visible a 575 
nm). 
 
3.10.2.   Preparación del inóculo  
 
En un matraz erlenmeyer de 250 mL se colocaron 50 mL de YEPD 
autoclavado, posteriormente se adicionaron 0,011 g de levadura seca activa 
LALVIN Bourgovin  RC 212.  El matraz se colocó en baño maría utilizándose 
dos  condiciones  para  la activación: 42 ± 1°C  durante  15  minutos como 
activación A (AcA) y 36 ± 1°C durante 20 minutos como activación B (AcB) 
(ambas condiciones según indicaciones del fabricante). Después de la 
activación se retiró el matraz, se mezcló el YEPD con la levadura y se colocó 
Componente g/L 
Extracto de levadura 10,0 
Glucosa 20,0 
Peptona 20,0 
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en el agitador a 30°C y 200 rpm en condiciones aeróbicas durante 24 horas 
(Kieliszek et al.; 2016). 
 
3.10.3.   Adición de selenito de sodio  
 
En la cámara de bioseguridad, se adicionó 10% del inóculo  (5 mL 
del cultivo de 24 horas de Saccharomyces cerevisiae, LALVIN  Bourgovin 
RC  212) con  AcA a cada matraz erlenmeyer de 250 mL conteniendo 45 mL 
de medio líquido YEPD  autoclavado. Después de inocular los matraces, se 
colocaron  en condiciones aeróbicas en el agitador a 30°C y 200 rpm. 
Transcurridas 5 horas de crecimiento, después de la inoculación, se 
agregaron volúmenes de disolución de selenito de sodio en todos los medios 
experimentales, excepto en uno (control), con el propósito de obtener 
concentraciones de 0 (control), 2, 4, 6, 8 y 10 mg Se(IV)/L. Luego de la 
adición, se continuó la agitación de todos los cultivos a 30°C y 200 rpm hasta 
completar 72  horas. En el caso de AcB se repitió el mismo procedimiento 
mencionado hasta completar 48 horas.    
 
3.10.4.   Medición de densidad óptica y recuento celular  
 
Se realizaron 4 repeticiones de crecimiento para cada 
concentración de Se(IV). Para cada crecimiento se realizaron mediciones de 
densidad óptica (DO)  y  de recuento celular simultáneamente. La medida de 
DO fue a 600 nm, según el procedimiento descrito por Kieliszek et al. (2016) 
y en el recuento celular se utilizó la tinción con azul de metileno, para 
registrar el número de células totales, viables y no viables por mL 
(Castelucci; 2010). 
 
Las medidas se registraron cada hora durante 12 horas; luego cada dos 
horas hasta las 24 horas y finalmente cada 4 horas hasta las 72 horas con 
AcA  y hasta las 48  horas con AcB.  
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3.10.5.   Curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae  
 
Las curvas de crecimiento para las medidas de densidad óptica y 
de recuento celular (número de células/mL), se obtuvieron utilizando  el 
modelo matemático de Gompertz  (Aguilar et al.; 2015) modificado. El 
modelamiento matemático se realizó con un nivel de confianza del 95%  y un 
coeficiente de determinación R2 (> 0,90).  
 
3.10.6.   Recuperación de biomasa de levadura 
 
Los cultivos de levadura en la fase estacionaria (72 y 48 horas) se 
colocaron en tubos falcón de 50 mL de capacidad, luego se separó la 
biomasa de levadura del sobrenadante (medio de cultivo) mediante 
centrifugación a 4°C y  4000 x g rpm durante 10 minutos (Kieliszek; 2016). 
Después  de la  separación, la biomasa de levadura recuperada se colocó a 
- 20°C  y el sobrenadante a  4°C. 
 
3.11.   Selección de la concentración de Se (IV) para obtener 
selenio-levadura   
Para seleccionar la concentración de Se(IV) en el medio de cultivo 
y  obtener la selenio-levadura, se utilizaron tres criterios: el primero fue la 
comparación estadística entre los crecimientos con AcA y AcB en función del 
recuento celular para la mayor biomasa mediante la prueba de Levene, el 
análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey a un nivel de confianza 
del 95%; el segundo criterio fue la viabilidad celular alcanzada en los 
cultivos, que  se expresa como % de viabilidad celular = [(número de células 
viables / mL ÷ número de células totales /mL) x 100] y el tercer criterio 
consistió en observar la coloración final de la biomasa de levadura 
(Marinescu et al.; 2011).  
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Después de la comparación estadística entre crecimientos, se cuantificó el 
selenio total intracelular en las levaduras selenizadas, para todos los 
tratamientos de la activación seleccionada (0, 2, 4, 6, 8 y10 mg Se(IV)/L) de 
acuerdo al método del ítem 3.9.1.   
 
Seleccionada la concentración de Se (IV), se procedió a cultivar la levadura 
Saccharomyces cerevisiae  LALVIN Bourgovin RC 212  según  los ítems 
3.10.2 y 3.10.3. Posteriormente, se recuperaron  las  biomasas de la 
levadura control (sin adición de selenio)  y de la selenio-levadura, en la fase 
estacionaria del cultivo de levadura según el ítem 3.10.6. 
 
En los sobrenadantes del control y la levadura selenizada, se determinaron 
glucosa y etanol (según metodologías del ítem 3.10.1).  
 
3.12.   Cuantificación de selenio intracelular en selenio-levadura 
 
3.12.1.   Determinación de selenio total intracelular en levadura  
 
Se pesaron 0,200 g de biomasa de selenio-levadura en suspensión 
(conservada a -20°C), luego se realizó el lavado con 2 mL de agua ultrapura, 
se mezcló en el vortex, posteriormente se aplicó ultrasonido (20 kHz por un 
minuto), se centrifugó a 3500 rpm por 5 minutos y se eliminó el 
sobrenadante. Al sedimento se  adicionaron 150 µL de  HClO4  (70% p/p) y 
50 µL de HNO3 (54% p/p), se sometieron a calentamiento, después  se 
agregaron 50 µL de HCl 6M se calentaron,  enfriaron  y neutralizaron  en frío 
con 100 µL de NaOH 6M completando a 1,5 mL con agua destilada, se 
agitó, centrifugó y el residuo se resuspendió en 1,5 mL de agua ultrapura, se 
midieron 300 µL de la disolución y a continuación se agregaron 5 mL  de 
almidón al 0,1%, p/v,  0,5 mL de EDTA al 5% p/v, 0,5 mL de KI al 2% p/v y  
0,5 mL de HCl 6M, se dejaron  reaccionar durante 10 minutos,  se completó 
con agua destilada hasta 10 mL y se realizó la medida de absorbancia a 590 
nm antes de transcurridos 15 minutos.  
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3.12.2. Cuantificación cromatográfica de selenometionina  y  
metilselenocisteína  intracelular de levadura selenizada  
 
Para realizar la cuantificación de los aminoácidos selenometionina 
y metilselenocisteína se prepararon los extractos del medio intracelular de la 
levadura LALVIN RC 212 selenizada y luego la separación y cuantificación  
por HPLC-DAD.  
 
 3.12.2.1.   Preparación del extracto del medio intracelular de la levadura   
Para realizar, en forma preliminar, la extracción enzimática del 
contenido intracelular, se utilizó la enzima ȕ-glucoronidasa, según el 
protocolo de  Osorio-Cadavid (2009). 
 
Posteriormente se realizaron dos extracciones de la siguiente forma: 
Extracción I: se pesaron 200 µL de las biomasas de levadura           
Saccharomyces cerevisiae  LALVIN RC 212 (suspensión), control y 
selenizada (conservadas a -20°C). Después se adicionaron 1800 μL de  
agua ultrapura a SELM-1 y a las muestras, se homogeneizaron en el vortex, 
se sonicaron a 20 kHz por un minuto y se centrifugaron a 3500 rpm durante 
5 minutos, después de eliminar  los sobrenadantes, se repitió el 
procedimiento mencionado por dos veces más y a continuación se realizó la 
hidrólisis alcalina-extracción ácida  del contenido  intracelular agregándose  
200 µL de NaOH 6 M y calentando en baño maría seco a  80 - 85 °C durante 
30 minutos. Después de enfriaron,  se adicionaron 400 µL de HCl 6 M y 2 
mL de etanol absoluto, se sonicaron  por un minuto a 20 kHz y se 
centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos, se midieron 2 mL de cada 
disolución y se colocaron en vasos  de 50 mL, que se colocaron en una 
plancha de calentamiento a 90 ± 1°C hasta sequedad. 
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Finalmente, se adicionaron  5 µL de HCl 6 M y 995 µL de agua ultrapura al 
residuo de  cada  muestra,  se mezclaron  en el vortex y filtraron  en un vial 
de 2 mL con filtro de nylon de 0,45 µm. 
 
Extracción II: Se pesaron 200 µL de las muestras de  levadura  
Saccharomyces cerevisiae  LALVIN Bourgovin RC 212 (suspensión), control 
y selenizada,  conservadas a - 20°C. Posteriormente,  se adicionaron 1800  
µL de agua  ultrapura a las muestras,  se homogeneizaron  en el vortex, y se 
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos , después de eliminar  los 
sobrenadantes, se realizó la hidrólisis alcalina-extracción ácida  del 
contenido  intracelular agregándose  200 µL de NaOH 6 M y calentando en 
baño maría seco a  83 ± 1°C durante 30 minutos. Después de enfriar a 
temperatura ambiente, se adicionaron 400 µL de HCl 6 M y 2 mL de etanol 
absoluto, se mezclaron en el vortex y centrifugaron a 3500 rpm por 5 
minutos, se retiraron 2 mL del sobrenadante y  se colocaron  en vasos de 50 
mL, llevándose a sequedad en una plancha de calentamiento a 80 ± 1 °C. 
 
Finalmente se adicionaron  1 mL de agua pura al residuo de cada  muestra, 
se mezclaron en el vortex y los extractos se recibieron en viales de 2 mL 
después de pasar por el filtro de nylon de 0,45 µm. 
 
3.12.2.2.   Separación, identificación y cuantificación cromatográfica de 
selenometionina y metilselenocisteína en los  extractos 
 
Para el análisis de aminoácidos se prepararon diluciones de cada 
extracto de muestra, conteniendo cada una aproximadamente 1000 ppm de 
aminoácidos totales, luego se derivatizaron con ftaldehído (Wang et al. 
2010), a partir de 100 µL de cada dilución, adicionando 50 µL de  agua 
ultrapura y 10-12 µL de disolución OPA (Tabla 4). Luego se continuó con el 
procedimiento descrito en el ítem 3.9.2.1. 
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3.12.3.   Determinación de Se (IV) en el medio de cultivo 
 
La  determinación  de Se(IV) en el sobrenadante (medio 
experimental) recuperado a las 24, 48 y 72 horas de cultivo se  realizó para 
cada concentración adicionada. Luego de centrifugar 1 mL del medio a 5000 
rpm x 5 minutos (durante la medida de la DO), se decanta, filtra y mide 0,5 
mL que se adicionan a fiolas de 10 mL; posteriormente se adiciona 1,0 mL 
de KI al 2% (p/v); 1,0 mL de HCl 2M y 0,2 mL de almidón al 1% (p/v),  se 
lleva a aforo, se homogeneiza y  mide a 570 nm. 
 
3.12.4.  Evaluación del contenido de selenio intracelular en selenio-            
levadura por voltametría cíclica 
 
Se realizó la mineralización de SELM-1 según el procedimiento del 
ítem 3.9.1, hasta la adición de HCl 6M, luego se evapora y se diluye con 
agua ultrapura.  
En el caso de la muestra de selenio-levadura se pesaron 0,200 gramos y se 
completó con agua ultrapura a 2 mL, se homogeneizó en el vortex y se 
centrifugó a 3500 rpm por 5 minutos para recuperación de la biomasa. Se 
decantó el sobrenadante y luego se adicionaron 150 µL de ácido perclórico 
(70% p/p) y 50 µL de HNO3 (54%p/p) al sedimento (biomasa de levadura), 
después se homogeneizó  en el vortex y se dejó en reposo por 15 minutos. A 
continuación se realizó la mineralización a flama directa y moderada.  
Después de la mineralización se enfrió la muestra  y después se adicionaron  
50 µL de HCl 6M, se calentó hasta casi ebullición,  se enfrió, se adicionó 1 
mL de agua ultrapura y se registró el peso total de cada muestra. Las 
preparaciones de SELM-1 y de la muestra de selenio-levadura se realizaron 
por triplicado. Se utilizaron volúmenes de 500 µL de las preparaciones de 
SELM-1 y selenio-levadura. 
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Finalmente, la voltametría se realizó en la celda de 10 mL, con los electrodos 
indicados en el ítem 3.9.4, como electrolito soporte se utilizó 0,100 mL de 
mezcla HClO4-HCl (1,8 M - 0,3 M aproximadamente) y el barrido de 150 
mV/s. 
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CAPÍTULO 4 
 
4.   RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1.   Cuantificación de selenio en materiales de referencia 
4.1.1.   Determinación de selenio total  
De acuerdo al espectro de absorción de  la Figura 8,  el  método 
espectrofotométrico almidón-yoduro  exhibe su máx a 590 nm.  
 
  
Figura 8. Espectro de absorción para el método almidón-yoduro 
En la Figura 9 se encuentra la curva estándar para concentraciones de 0 a 
0,3 mg Se(IV)/L, y = 0,46x - 0,02  y R2 = 1,0000; donde se aprecia  un 
cambio en la pendiente o alteración de la sensibilidad probablemente por 
interacciones de otros componentes de la matriz, efecto que se presenta en 
menor magnitud en la curva  estándar de la Figura 10, para el rango de con - 
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Figura 9. Curva estándar para selenio por el método almidón-yoduro  
                    a 590 nm. Concentraciones de 0 a 0,3 µg Se(IV)/mL. 
 
 
 
 
    Figura 10. Curva Estándar para selenio por el método almidón-yoduro  
                     a 590 nm. Concentraciones de  0 a 1,0 µg Se(IV)/mL. 
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centraciones entre 0 a 1,0 mg Se(IV)/L, para la ecuación  y = 0,4118 x - 
0,0128 con R2= 0,9996. Lo que indicaría  que el efecto matriz mencionado se 
puede controlar a concentraciones mayores a 0,3 mg Se(IV)/L. 
 
Respecto a las recuperaciones para los estándares de selenito de sodio, se 
obtuvieron valores de 99,98 ± 0,10%  para 20 mg Se(IV)/L y 99,99 ± 0,08% 
para 100 mg Se(IV)/L, mientras que en los estándares preparados con 
adición de selenito de sodio a la levadura seca (sin selenio), se alcanzaron 
menores recuperaciones,  99,87± 0,15 % para el estándar de 20 mg Se(IV)/L 
y 99,90± 0,11% para el estándar  de 100 mg Se(IV)/L. En general, las altas   
recuperaciones obtenidas, se explican por el cuidadoso proceso de 
mineralización desarrollado, para lograr la oxidación completa de la materia 
orgánica, la  oxidación completa a Se(VI) y luego la reducción a Se(IV). 
   
El resultado del análisis de selenio total (n=3) para el material de referencia 
certificado (MRC) de levadura selenizada, SELM-1, es de 2010 ± 50 mg 
Se/kg en base seca, lo que representa el 99,01± 0,25% de recuperación, 
respecto al valor certificado de 2031±70 mg Se/kg en base seca. Este 
resultado indica que es factible la cuantificación de selenio total en el SELM-
1, mediante el método espectrofotométrico almidón-yoduro a 590 nm.  
 
4.1.2.   Cuantificación cromatográfica de selenometionina  y metilseleno 
cisteína 
 
4.1.2.1.   Preparación y derivatización de los estándares  
 
Se registraron los espectros de absorción de cada uno de los 
aminoácidos antes (A) y después (B) de derivatizar con OPA. Los espectros 
se observan en la  Figura 11, donde las longitudes de onda de máxima 
absorbancia  para los selenoaminoácidos, selenometionina  y metilselenocis- 
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Figura 11. Espectros de absorción de metionina, selenometionina y 
                     metilselenocisteína sin derivatizar (A) y derivatizados con 
OPA (B) 
 
teína  se encuentran en el rango de  210-220 nm,  antes de ser derivatizados 
con OPA, mientras que sus derivados fluorescentes y el de la metionina  
presentan su máximo  a 334 nm. Además, como se puede observar a esa , el 
OPA presenta absorbancia cercana a cero. 
 
Las reacciones correspondientes a la formación de los derivados 
fluorescentes  para la selenometionina y metilselenocisteína, se encuentran 
en  la  Figura  12, donde se  observa  que  además  del  OPA, se  requiere la 
presencia de mercaptoetanol y un valor de pH 9  (Cjuno y Rodríguez; 2018).   
 
4.1.2.2.   Cuantificación de SeMet en SELM-1 
  
               La aplicación  de una hidrólisis alcalina asistida con ultrasonido, 
durante  el proceso de extracción I ( ítem 3.12.2.1), libera los aminoácidos 
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Figura 12.   Derivados  fluorescentes de la selenometionina (SeMet) y la metilselenocisteína (MeSeCis) con 
ftaldialdehído (OPA) en presencia de mercaptoetanol a pH 9 
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totales del SELM-1, lo que se verifica con la prueba de la ninhidrina. En la 
Figura 13 se encuentra la curva estándar (máx = 334 nm) para aminoácidos 
totales derivatizados con OPA (Figura 11),  que permite hallar la cantidad de 
aminoácidos totales en el estándar y las muestras. La ecuación respectiva 
es y = 0,01822 x – 0,001, el  R2 = 0,9998 y el % p/p de aminoácidos totales 
para SELM-1 es 13,6 ± 0,1 en base seca.  
 
 
Figura 13. Curva estándar para aminoácidos totales 
 
Respecto a la separación cromatográfica de los derivados fluorescentes de 
la mezcla de L-metionina, L-selenometionina y L-metilselenocisteína (1:1:1), 
en la Figura 14, se observa que los aminoácidos eluyen en la zona de 
polaridad intermedia del gradiente (Tabla 3), comprendida entre 11 y 14 
minutos. Los tiempos de retención son de 11,40 minutos para la L-metionina; 
12,32 minutos para la L-selenometionina y 13,17  minutos para la L-
metilselenocisteína. Asimismo, en la Figura 15, se encuentra la curva 
estándar para cada uno de estos aminoácidos. 
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Figura 14. Cromatogramas simultáneos para los estándares de metionina, 
selenometionina y metilselenocisteína derivatizados con OPA. 
              - MetSeMetMeSeCis 6,25 ppm c/u.Detector 2 - MetSeMetMeSeCis   
              12,5 ppm c/u.Detector 2. - MetSeMetMeSeCis 18,8 ppm c/u.Detector 2. 
 
 
  
Figura 15. Curva estándar de metionina, selenometionina y metilselenocisteína 
a 334 nm. 
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La separación cromatográfica del extracto de SELM-1 mediante HPLC-DAD, 
después de la derivatización con OPA, permite la cuantificación de 3150 ± 
208 mg de selenometionina / kg en base seca, lo que corresponde a una 
recuperación del 98,7% respecto al valor  certificado (3190 ± 260 mg/kg). 
Esta recuperación es similar a las reportadas en una Intercomparación 
Internacional (93,8-100,2 %) en la que se aplicaron distintos métodos  de 
extracción y diferente instrumentación (Goenaga-Infante et al.; 2008) y 
suministra evidencia sobre el buen desempeño del método utilizado, 
extracción I y  derivatización con OPA combinados con HPLC-DAD.   
 
4.1.3.   Método yodo-almidón para Se(IV) 
  
El espectro de absorción para el método yodo-almidón, permite 
confirmar la longitud de onda de trabajo a 570 nm, según lo reportado por  
Narayana et al. (2003). La ecuación de la curva de calibración es y=0,7611x 
+ 0,1856  con  R² = 0,9989 y las pruebas de recuperación con estándares  
de 0,4; 0,6 y 0,8 µg Se(IV)/mL, (cuatro repeticiones) dieron valores de 98,90 
± 0,30%;  99,30± 0,20%  y 99,07±0,33% respectivamente.  
 
Las curvas de calibración con la adición de YEPD son y=0,6898x + 0,0054  
con un  R2  de  0,9998, cuando se adiciona 0,5 mL de YEPD estéril para un 
rango de concentraciones de 0 a 1,0 µg Se(IV)/mL (Figura 16) y cuando se 
adiciona 0,5 mL de sobrenadante (YEPD con 72 horas de cultivo), la 
ecuación es y = 0,608x con un  R2 = 0,9999 para un rango de 
concentraciones de 0 a 1,2 µg Se(IV)/ mL (Figura 17), sin embargo, las 
pruebas de recuperación dieron valores inferiores a 98%.  
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Figura 16. Curva estándar de Se (IV) a 570 nm en presencia  de medio 
YEPD estéril. Concentraciones de 0 a 1,0 ȝg Se(IV)/mL. 
 
 
 
 
 
 
Figura 17.  Curva estándar de Se (IV) a 570 nm en presencia de medio 
YEPD de 72 hrs de cultivo.  Concentraciones de 0 a 1,2 ȝg Se(IV)/mL. 
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Aunque los valores de los coeficientes de Pearson se aproximan a 1, para 
ambas  ecuaciones, es  evidente que  los componentes  del  medio YEPD se 
modifican durante el cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae  
LALVIN Bourgovin RC 212, en las diferentes etapas del  crecimiento 
(latencia, exponencial, estacionaria, letal), en las que se encuentran distintas 
cantidades de nutrientes y metabolitos. Tal situación explica porque  el  
efecto  matriz  del  medio estéril  es  diferente  de aquél  después  de  la 
inoculación. 
 
4.1.4.   Voltametría cíclica para Se(IV) 
 
La calibración del equipo de voltametría cíclica con la celda muda 
(equivalente electrónico de la celda electrolítica), permite comprobar la 
tendencia lineal voltaje versus corriente, tal como se observa en la Figura 18,    
y verificar que las perturbaciones y señales respuesta son correctas.  
 
En la Figura 19 se encuentra el voltamograma cíclico  obtenido con  el 
electrodo de oro, en la celda de 10 mL, conteniendo agua ultrapura,  
Na2SeO3 1x10-3 M y H2SO4 como electrolito soporte a pH 2, a una  velocidad  
de barrido de 150 mV/s. Como se observa, se presentan curvas 
superpuestas, correspondientes a 11 ciclos, en los que se evidencia la 
reversibilidad del proceso así como la presencia de algunas dispersiones 
características. También se aprecian los picos inferiores de reducción y los 
picos superiores de oxidación que se encuentran en el rango de potenciales 
de 1,0  a -‘0,β V. Este voltamograma cíclico presenta similaridad con los 
obtenidos por Kowalik (2015), quien utiliza electrodo de oro policristalino, 
barrido de 50 mV/s y condiciones semejantes. El mencionado investigador 
explica que el proceso de reducción del ácido selenioso, en tales 
condiciones, exhibe un carácter multietapa sobre la superficie del oro, que se 
relaciona ???con??? fenómenos ??de??? superficie ??limitados ??que ??preceden?? al  
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Figura 18. Calibración con celda muda 
 
 
 
 
 
Figura 19.  Voltamograma cíclico de Se(IV) con electrodo  de oro en 
Na2SeO3 0,001M , H2SO4, pH 2 y barrido de 150 mV/s 
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proceso de deposición. Además, indica que los tres picos anódicos se 
vinculan con la oxidación del selenio.  
 
Adicionalmente, aunque el electrodo de oro es diferente (hilo de oro de 250 
micras y área esférica activa de 650 micras) y el barrido lineal también, 
existe similaridad entre los picos de oxidación de la Figura 19 con aquéllos 
obtenidos por Kowalik en sus investigaciones, por lo tanto, el pico a 0,49 V 
correspondería a la disolución de todo el selenio; el de 0,60 V 
probablemente sería el selenio  depositado a  bajo potencial y el de 0,86 V 
se debería a la oxidación del selenio que se encuentra en el electrodo de 
oro. 
 
De otro lado, los voltamogramas cíclicos obtenidos con el mismo volumen de 
celda (10 mL) usando agua ultrapura y HClO4-HCl (1,8x10-2 M - 3,0x10-3 M 
aproximadamente) como electrolito soporte, con adiciones crecientes de la 
disolución de selenito de sodio, se observan en la Figura 20, donde se 
comprueba que cuando no se adiciona la disolución de selenito, hay 
ausencia de picos de oxidación en el rango comprendido entre 0,4 y 0,7 V 
(a); mientras que a concentraciones de 10 mg Se(IV)/L o superiores (b, c, d, 
e) los picos de oxidación se presentan en el rango en mención; el de 0,6 V a 
partir de concentraciones de 10 mg Se(IV)/L y el de  0,5 V a partir de  34 mg 
Se(IV)/L. 
 
Adicionalmente, es evidente que al incrementar la concentración del ácido 
selenioso en la celda, se desarrollan otros procesos electroquímicos con la 
formación de otros picos de reducción a partir de una concentración de 34 
mg Se(IV)/L. Entonces se ha detectado que, al utilizar como electrolito 
soporte HClO4-HCl, los fenómenos de superficie del ácido selenioso 
presentan carácter multietapa a concentraciones superiores a 34 mg 
Se(IV)/L .  
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Figura 20. Voltamogramas cíclicos a diferentes concentraciones de 
Se(IV) (a,b,c,d,e) con electrodo  de oro en HClO4-HCl, barrido 
de 150 mV/s.  
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4.2.   Cultivo de  Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin  
RC 212 
 
Los resultados del análisis químico de los componentes del medio de 
cultivo YEPD, de la  activación  de  la  levadura,  la  preparación  de inóculos   
y  el crecimiento a diferentes concentraciones de Se(IV) se presentan a 
continuación. 
 
4.2.1.   Análisis del medio de cultivo  
 
El pH inicial del medio de cultivo YEPD es de 6,00 ± 0,20. Al 
respecto, Rajashree y Muthukumar (2011), han realizado un estudio con 
diferentes medios de cultivo en un rango de pH de 4,5 a 7,5, encontrando 
que el máximo rendimiento en  biomasa, para  levadura enriquecida  con 
selenio, se observa a valores de pH entre 5 y 5,5. También Kieliszek et al. 
(2016) utilizan el medio YEPD, aunque manteniendo el pH del medio en 5, 
mientras que Marinescu y Stoicescu (2011) afirman que los procesos de 
adsorción y absorción de selenio en la levadura están influenciados por 
varios factores, siendo el  pH uno de ellos y proponen un medio de cultivo 
con valores de pH de 5 a 5,7. 
 
En la Tabla 5 se encuentran los resultados del análisis químico de los 
principales componentes del medio de cultivo YEPD antes de ser inoculado. 
Este medio de cultivo básico, utilizado en investigaciones experimentales a 
nivel de laboratorio (Kieliszek et al.; 2016, Kaur y Bansal; 2006)  contiene 
carbono en mayor cantidad (10,44 g/L), componente que forma las 
principales unidades estructurales de la levadura y provee de energía 
durante los procesos metabólicos, al combinarse con los elementos oxígeno, 
hidrógeno y nitrógeno. El nitrógeno, como se observa, es  el componente 
que sigue en cantidad (3,27 g/L) al carbono, su importancia se relaciona con 
la conformación de aminoácidos, nucleótidos y ciertas vitaminas.  
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En cuanto al fósforo, con un contenido menor al carbono y nitrógeno (0,22 
g/L), éste participa en el metabolismo celular como fosfato, integrando di y 
trifosfatos, nucleótidos, ácidos nucleicos y fosfatos azúcar que constituyen la 
reserva de fosfato y energía de la levadura. Finalmente, el azufre, que en 
niveles de 21,40 mg/L; puede incorporarse en algunos aminoácidos (como 
cisteína y metionina) y otros compuestos. 
 
 
Tabla 5. Componentes  principales en el medio  de cultivo líquido YEPD  
 
Componente  YEPD líquido 
Azufre (mg/L) 21,40 ± 0,10 
Carbono (g/L) 10,44 ± 0,20 
Fósforo (g/L)  0,22 ± 0,01 
Nitrógeno (g/L)  3,27 ± 0,15 
 
4.2.2.   Activación de Saccharomyces cerevisiae 
En la Tabla 6 se encuentran los valores de DO y recuento de células 
viables, de la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 
212, durante su crecimiento  en el medio YEPD, como se observa, éste es 
menor  cuando la activación se realiza a 42 ±1°C por 15 minutos (AcA)  
respecto a la activación a 36 ±1 °C por 20 minutos (AcB), aunque  se utiliza 
la misma cantidad de la cepa de levadura en ambos casos (0,0110 gramos), 
la misma temperatura (30°C) y agitación (200 rpm) por un periodo de 24 
horas. 
 
 Los valores de recuento celular registrados para el inóculo  AcB  son en 
promedio 1,5 veces mayores que los alcanzados con AcA, lo que indica que 
se produce una mejor activación de la levadura con  un mayor desarrollo de  
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Tabla 6.  Valores de DO y viabilidad celular del inóculo después de 24 
horas a 30°C y 200 rpm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
la biomasa y consecuentemente mayor número de células viables. Sin embargo,   
para   evaluar  el   crecimiento  de   la   levadura  Saccharomyces cerevisiae 
LALVIN Bourgovin RC 212 con adición de selenito de sodio al medio YEPD, a  las 
72 y 48 horas, se utilizan los dos tipos de activaciones. 
 
4.2.3.   Crecimiento de levadura con Activación A en el inóculo 
   
Las valores de DO registrados durante el cultivo de la levadura 
Saccharomyces  cerevisiae   LALVIN  Bourgovin   RC 212,  en    condiciones 
aeróbicas, son similares para todos los tratamientos, durante las cinco horas 
posteriores a la inoculación. Luego se evalúa la influencia de la adición de 
diferentes concentraciones de selenito de sodio (Se (IV)) al medio YEPD.  
 
De acuerdo al procedimiento de la metodología, las mediciones realizadas  
durante las 72 horas de cultivo de la levadura LALVIN Bourgovin RC 212, en 
condiciones aeróbicas, proporcionan  la cantidad necesaria de datos (4 
réplicas y 31 mediciones por réplica) para modelar el crecimiento de la 
 
Número 
de 
repetición 
Inóculo AcA Inóculo AcB 
 
DO24 
 
 
N° células 
viables /mL24 
 
 
 
DO24 
 
N° células 
viables /mL24 
 
1 0,987 6,59x107 1,559 1,14x108 
2 1,227 8,14x107 1,551 1,26x108 
3 1,136 7,55x107 1,541 9,80x107 
4 0,898 6,01x107 1,547  9,36 x107 
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levadura Saccharomyces cerevisiae, según el ajuste al modelo de Gompertz 
modificado, para la ecuación: 
 
Y= a*exp (–exp(b–c*T)) 
 
donde Y= Log D/D0 ; D: densidad óptica al tiempo T y D0 : densidad óptica al 
tiempo inicial, con el cálculo de los siguientes coeficientes  estimados: valor 
máximo de biomasa (a), velocidad de crecimiento respecto al tiempo (b), y el 
tiempo requerido para alcanzar la máxima velocidad (c), estos coeficientes 
se encuentran en la Tabla 7, y todos exhiben valores de coeficiente de 
determinación (R2) superiores a 0,90, para cada tratamiento o concentración 
de Se(IV) en el medio de cultivo.  
 
De otro lado, en la prueba de Shapiro-Wilk, para normalidad  de residuales, 
se encuentra una distribución homogénea de los residuales para cada 
concentración de  Se (IV) es decir que las variables cumplen con el supuesto 
de homogeneidad de varianzas (p>0,05). 
 
Respecto a los parámetros cinéticos para los valores de densidad óptica 
(Tabla 8) que se derivan de los coeficientes estimados (Tabla 7), éstos 
indican que  el  valor  máximo   de  biomasa (a) es  0,976 ± 0,096  y  el 
menor tiempo de latencia () de 0,745 ± 2,237 horas se alcanzan a 10 mg 
Se(IV)/L, aunque la mayor  velocidad específica de crecimiento  (µmax )  de 
0,646 ± 0,143 h-1 y el menor tiempo de generación (G)  de 1,114 ± 0,246 
horas corresponden a la concentración de  2mg Se(IV)/L en el medio de 
cultivo.  
 
Además, el estadístico de Levene,  Tabla A.1.1, permite establecer que 
todos los parámetros cinéticos para densidad óptica, cumplen con la 
homogeneidad  de  varianzas  (p > 0,05), mientras  que  en  el  análisis  de 
varianza   (p<0,05)   (Tablas  A.1.2,  A.1.3,  A.1.4 y  A.1.5) no  hay  evidencia 
  
 
 
Tabla 7. Coeficientes estimados para DO en el modelamiento  de Gompertz modificado YEPD, AcA , 30° C y 200 
rpm durante 72 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           CO: Coeficientes  ES: Estimado  R2= Coeficiente de determinación  
CO 0 mg Se/L 2 mg Se/L 4 mg Se/L 6 mg Se/L 8 mg Se/L 10 mg Se/L 
ES p ES p ES P ES p ES p ES p 
a 0,963 0,000 0,987 0,000 0,940 0,000 1,062 0,000 1,074 0,000 1,065 0,000 
b 1,608 0,000 3,956 0,002 4,561 0,095 0,642 0,001 0,689 0,001 0,697 0,000 
c 0,347 0,000 0,682 0,000 0,754 0,035 0,108 0,000 0,121 0,000 0,117 0,000 
R2 0,964 0,970 0,973 0,938 0,943 0,950 
a 0,923 0,000 1,035 0,000 0,993 0,000 0,966 0,000 0,983 0,000 0,976 0,000 
b 2,094 0,000 3,185 0,000 2,676 0,000 2,002 0,000 1,762 0,000 1,441 0,000 
c 0,428 0,000 0,586 0,000 0,509 0,000 0,415 0,000 0,362 0,000 0,305 0,000 
R2 0,957 0,971 0,969 0,969 0,974 0,976 
a 0,963 0,000 1,052 0,000 1,080 0,000 1,037 0,000 1,036 0,000 1,0705 0,000 
b 2,030 0,000 2,445 0,000 2,130 0,000 2,022 0,000 2,032 0,000 1,8583 0,000 
c 0,445 0,000 0,510 0,000 0,447 0,000 0,459 0,000 0,457 0,000 0,4287 0,000 
R2 0,982 0,985 0,989 0,986 0,986 0,989 
a 0,939 0,000 0,957 0,000 0,958 0,000 0,971 0,000 1,007 0,000 1,026 0,000 
b 2,815 0,000 2,106 0,000 2,404 0,000 1,880 0,000 1,912 0,000 1,905 0,000 
c 0,604 0,000 0,474 0,000 0,512 0,000 0,414 0,000 0,423 0,000 0,429 0,000 
R2 0,987 0,993 0,991 0,991 0,993 0,994 
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Tabla 8. Parámetros cinéticos para DO en YEPD, AcA, 30° C y 200 rpm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mg Se(IV)/L Valor máximo de biomasa 
Tiempo de 
latencia (Ȝ) [h] 
Velocidad específica 
de crecimiento µ (h-1) 
Tiempo de 
generación G (h) 
0 0,796 ± 0,036 2,408 ± 0,523 0,431 ± 0,098 1,667 ± 0,352 
2 0,918 ± 0,091 3,308 ± 0,898 0,567 ± 0,094 1,248 ± 0,215 
4 0,890 ± 0,134 3,322 ± 0,989 0,547 ± 0,108 1,300 ± 0,216 
6 0,921 ± 0,102 0,860 ± 2,794 0,348 ± 0,160 2,743 ± 2,214 
8 0,954 ± 0,087 0,989 ± 2,371 0,346 ± 0,152 2,593 ± 1,836 
10 0,976 ± 0,096 0,745 ± 2,237 0,330 ± 0,155 2,743 ± 1,909 
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suficiente para determinar efecto significativo  de la concentración de Se(IV)  
en el valor máximo de biomasa, tiempo de latencia, velocidad específica de 
crecimiento y tiempo de generación, aunque si existe diferencia significativa 
entre bloques (réplicas), sólo en el caso de valor máximo de biomasa y 
tiempo de generación.  
 
El recuento celular proporciona el número de células totales/mL, número de 
células  viables /mL  y   el   número  de  células  no  viables /mL,  durante  el 
crecimiento de la levadura Saccharomyces  cerevisiae  LALVIN Bourgovin 
RC 212, en las condiciones antes mencionadas, suministrando  información 
adicional a la mencionada, sobre el desarrollo del cultivo. En este caso, 
también se presentan valores similares durante las cinco horas posteriores a 
la inoculación, para todos los tratamientos.  
 
Los valores de número de células viables/mL  durante el  crecimiento de la 
levadura LALVIN Bourgovin RC 212, en condiciones aeróbicas (4 réplicas y 
31 mediciones por réplica),  también se ajustan al modelo de Gompertz 
modificado, para la ecuación: 
 
Y = a*exp(–exp(b–c*T)) 
 
donde Y= Log N/N0 ;  N: número de células viables/mL  al tiempo T y N0 : 
número de células viables/ mL al tiempo inicial. Los coeficientes  estimados: 
valor máximo de biomasa (a), velocidad de crecimiento respecto al tiempo 
(b), y el tiempo requerido para alcanzar la máxima velocidad (c) se muestran 
en la Tabla 9 con un coeficiente de determinación (R2) superior a 0,90, para 
cada tratamiento o concentración de Se(IV). 
  
De otro lado, la prueba de Shapiro - Wilk  para normalidad  de residuales, 
permite establecer que hay una distribución homogénea de residuales para 
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cada concentración de  Se (IV), es decir que, las variables cumplen con el 
supuesto de homogeneidad de varianzas (p>0,05). 
 
En los parámetros cinéticos de la Tabla 10 (valores que se derivan de la 
Tabla 9), se observa que el valor máximo de biomasa es 6,9 x 107 ± 4,7 x106 
células viables /mL, la mayor velocidad específica de crecimiento, 0,646 ± 
0,143 h-1 y el menor tiempo de generación, 1,114 ± 0,246 h, valores que se 
presentan a la concentración de 2 mg Se(IV)/L, sin embargo, el menor 
tiempo de latencia (1,974 ± 0,921 h)  corresponde a 10 mg Se(IV)/L. 
 
Al utilizar el estadístico de Levene, se encuentra que sólo  las variables de 
velocidad especifica de crecimiento y tiempo de generación cumplen con el 
supuesto de homogeneidad de varianzas (p>0,05) (Tabla A.1.6). 
 
Para el Análisis de Varianza (ANOVA), la concentración de Se (IV) y los 
bloques o réplicas presentan efecto significativo (p<0,05) sobre el valor 
máximo de biomasa y el tiempo de latencia. La velocidad específica de 
crecimiento presenta efecto significativo para la concentración (Tablas A.1.7, 
A.1.8, A.1.9 y A.1.10). Consecuentemente,  la prueba  de diferencia mínima 
significativa  (LSD), señala como valor máximo de biomasa  6,9 x 107 ± 4,7 
x106 células viables / mL, a una concentración de 2 mg Se (IV)/L  mientras 
que los demás tratamientos  incluyendo  el  control   son   estadísticamente   
iguales ( Tabla A.1.11). El menor tiempo de latencia se presenta en las 
concentraciones de  6, 8, 10 mg Se(IV)/L  y el control (Tabla A.1.12). La 
mayor velocidad específica de crecimiento se presenta a  2 mg Se(IV)/L 
siendo estadística mente igual para los demás tratamientos (Tabla A.1.13). 
 
Finalmente, con los coeficientes estimados promedio se obtienen las 
ecuaciones de cada modelo, pudiendo generarse los valores para las curvas  
de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin 
RC 212 en función de la DO y del número de células viables/mL. 
  
 
 
Tabla 9. Coeficientes estimados para recuento  celular en el modelamiento  de Gompertz modificado 
YEPD , AcA, 30°C y 200 rpm durante 72 horas. 
 
CO 0 mg Se(IV)/L 2 mg Se(IV)/L 4 mg Se(IV)/L 6 mg Se(IV)/L 8 mg Se(IV)/L 10 mg Se(IV)/L 
ES p ES p ES  P ES p ES p ES P 
a 0,946 0,000 1,233 0,000 0,841 0,000 0,872 0,000 0,8901 0,000 0,749 0,000 
b 1,759 0,000 3,173 0,000 4,255 0,045 2,000 0,000 1,7805 0,000 1,570 0,000 
c 0,354 0,000 0,605 0,000 0,702 0,014 0,403 0,000 0,3658 0,000 0,290 0,000 
R2 0,978 0,977 0,969 0,965 0,970 0,9694 
a 0,935 0,000 1,181 0,000 0,854 0,000 0,859 0,000 0,872 0,000 0,746 0,000 
b 2,090 0,000 3,743 0,000 3,516 0,000 1,950 0,000 2,059 0,000 2,859 0,000 
c 0,429 0,000 0,670 0,000 0,601 0,000 0,402 0,000 0,418 0,000 0,569 0,000 
R2 0,957 0,979 0,969 0,973 0,979 0,963 
a 1,181 0,000 1,213 0,000 1,1994 0,000 1,172 0,000 1,1457 0,000 1,145 0,000 
b 1,728 0,000 1,737 0,000 1,6015 0,000 1,634 0,000 1,6703 0,000 1,637 0,000 
c 0,418 0,000 0,428 0,000 0,386 0,000 0,417 0,000 0,4068 0,000 0,427 0,000 
R2 0,992 0,989 0,992 0,995 0,992 0,9951 
a 1,192 0,000 1,251 0,000 1,1785 0,000 1,199 0,000 1,1745 0,000 1,210 0,000 
b 1,714 0,000 1,658 0,000 1,9152 0,000 1,717 0,000 1,6744 0,000 1,427 0,000 
c 0,411 0,000 0,421 0,000 0,4517 0,000 0,418 0,000 0,4128 0,000 0,365 0,000 
R2 0,997 0,993 0,993 0,994 0,996 0,995 
                 CO: Coeficientes     ES: Estimado     R2: Coeficiente de determinación 
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Tabla 10. Parámetros cinéticos para recuento celular en YEPD, AcA, 30°C y 200 rpm 
 
mg 
Se(IV)/L 
Valor máximo de biomasa 
(a) (cel/mL) 
Tiempo de latencia 
(Ȝ) [h] 
Velocidad específica 
de crecimiento (µ) (h-1) 
Tiempo de 
generación (G) (h) 
0 5,0E+07 ± 1,6E+07 2,041 ± 0,385 0,430 ± 0,076 1,654 ± 0,315 
2 6,9E+07 ± 4,7E+06 2,743 ± 1,288 0,646 ± 0,143 1,114 ± 0,246 
4 4,7E+07 ± 2,0E+07 3,102 ± 1,535 0,525 ± 0,053 1,331 ± 0,134 
6 4,7E+07 ± 1,9E+07 2,021 ± 0,475 0,422 ± 0,085 1,696 ± 0,341 
8 4,6E+07 ± 1,7E+07 1,988 ± 0,433 0,410 ± 0,077 1,737 ± 0,336 
10 4,3E+07 ± 2,3E+07 1,974 ± 0,921 0,393 ± 0,120 1,953 ± 0,830 
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Así, en la Figura 21 se observa la curva de crecimiento para los valores de 
DO, donde aparentemente hay mayor crecimiento de la levadura a la 
concentración de 10 mg Se(IV)/L, sin embargo, la prueba estadística indica 
que el crecimiento es  similar para  todos  los tratamientos, incluido el 
control. La explicación de tal comportamiento se vincula con la naturaleza de 
la  medida  de densidad  óptica  que  corresponde  a  la turbidez  total  de  la 
biomasa. 
 
Para los valores en función del número de células viables /mL, como se 
aprecia en la  Figura 22, se tiene un crecimiento  diferente de la levadura y el 
mayor crecimiento se alcanza a la concentración de 2 mg Se(IV)/L, lo que 
además coincide con la evaluación estadística realizada (Rodríguez et al.; 
2018).  
 
4.2.4.   Crecimiento de levadura con activación B en el inóculo  
 
Las medidas de DO durante el crecimiento de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae LALVIN  Bourgovin RC 212, son  similares para 
todos los tratamientos durante las cinco horas posteriores a la inoculación 
(inóculo con activación B). Además,  la  ausencia  y presencia posterior de 
Se (IV) en el medio de cultivo, produce distintos comportamientos durante el 
crecimiento de la levadura. 
 
Los coeficientes  estimados: valor máximo de biomasa (a), velocidad de 
crecimiento respecto al tiempo (b), y el tiempo requerido para alcanzar la 
máxima  velocidad (c) se  presentan en  la  Tabla 11  y  se  calculan según el  
ajuste al modelo de Gompertz modificado para 4 réplicas y 31 mediciones 
por réplica , con la ecuación: 
 
  Y= a*exp (–exp(b–c*T)) 
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 Figura 21. Curvas  de  crecimiento  de  la  levadura      Saccharomyces  
cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212 para DO (modelo 
Gompertz modificado) en función de la concentración de 
Se(IV). 
 
 
 
Figura 22. Curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces        
cerevisiae  LALVIN  Bourgovin  RC 212 para el  recuento 
celular (modelo Gompertz  modificado) en función de la 
concentración de Se(IV). 
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donde Y= Log D/D0 ; D: densidad óptica al tiempo T y D0 : densidad óptica al 
tiempo inicial. Todos tienen valores de coeficiente de  determinación (R2) 
superiores a 0,90, para cada tratamiento o concentración de Se(IV).  
  
Respecto a la prueba de Shapiro-Wilk para normalidad  de residuales, hay  
una distribución homogénea de residuales para cada concentración de Se 
(IV), entonces las variables cumplen con el supuesto de homogeneidad de 
varianzas (p>0,05). 
Como se observa en la Tabla 12, los parámetros cinéticos para los valores 
de densidad óptica (derivados de los coeficientes estimados de la Tabla 11), 
indican que 2,246 ± 0,394 es el valor máximo de biomasa, 0,042 ± 0,152  
horas  es el menor tiempo de latencia, 0,521 ± 0,060 h-1 la mayor velocidad 
específica de crecimiento  y 1,342 ± 0,139 h el menor tiempo de generación, 
valores todos ellos que se alcanzan a la concentración de 4 mg Se(IV)/L.  
 
De otro lado, el estadístico de Levene, Tabla A.2.1, permite establecer que 
todas las variables excepto el valor máximo de biomasa  cumplen con el 
supuesto de homogeneidad de varianzas (p>0,05).  
 
En el ANOVA, la concentración de Se(IV) presenta efecto significativo 
(p<0,05) sobre el valor máximo de biomasa, tiempo de latencia, velocidad 
específica de crecimiento y tiempo de generación. Entre las réplicas no se 
observan diferencias como se aprecia en los valores de las Tablas A.2.2, 
A.2.3, A.2.4 y  A.2.5.… 
 
En el caso de la prueba de LSD (Tabla A.2.6), el valor máximo de biomasa  
se presenta a 4 y 10 mg Se(IV)/L  (2,25 y 1,99 respectivamente)   mientras 
que el menor tiempo de latencia se presenta con las concentraciones de  4, 
10 y 6 mg Se(IV)/L( Tabla A.2.7) El mayor valor de velocidad específica de 
crecimiento y el menor  tiempo de generación  corresponden a 4, 0 y 2  mg 
 
  
 
 
   Tabla 11. Coeficientes estimados para DO en el modelamiento  de Gompertz modificado YEPD, AcB, 30°C y 200 rpm    
                   durante 48 horas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CO 0 mg  Se(IV)/L 2 mg Se(IV)/L 4 mg Se(IV)/L 6 mg Se(IV)/L 8 mg Se(IV)/L 10 mg Se(IV)/L 
ES p ES p ES p ES p ES p ES p 
a 0,802 0,000 0,820 0,000 0,865 0,000 0,764 0,000 0,806 0,000 0,866 0,000 
b 1,750 0,000 1,498 0,000 1,033 0,045 1,129 0,000 1,207 0,000 1,006 0,000 
c 0,720 0,000 0,624 0,000 0,563 0,014 0,514 0,000 0,548 0,000 0,532 0,000 
R2 0,963 0,935 0,966 0,968 0,974 0,969 
a 0,851 0,000 0,847 0,000 1,028 0,000 0,775 0,000 0,768 0,000 0,880 0,000 
b 1,178 0,000 1,199 0,000 0,936 0,045 1,173 0,000 1,293 0,000 0,992 0,000 
c 0,557 0,000 0,570 0,000 0,593 0,014 0,529 0,000 0,566 0,000 0,503 0,000 
R2 0,966 0,964 0,971 0,970 0,970 0,969 
a 0,850 0,000 0,822 0,000 0,941 0,000 0,774 0,000 0,804 0,000 0,892 0,000 
b 1,112 0,000 1,225 0,000 0,985 0,045 1,227 0,000 1,171 0,000 1,026 0,000 
c 0,550 0,000 0,521 0,000 0,535 0,014 0,549 0,000 0,528 0,000 0,485 0,000 
R2 0,973 0,974 0,975 0,970 0,976 0,968 
a 0,886 0,000 0,847 0.000 0,884 0.000 0,768 0,000 0,793 0,000 0,887 0,000 
b 1,153 0,000 1,159 0,000 1,135 0,045 1,172 0,000 1,200 0,000 1,099 0,000 
c 0,543 0,000 0,553 0,000 0,547 0,014 0,532 0,000 0,525 0,000 0,520 0,000 
R2 0,973 0,973 0,974 0,970 0,975 0,971 
 
CO: Coeficiente  ES: Estimado  R2 = Coeficiente de determinación 
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Tabla 12. Parámetros cinéticos para DO en YEPD, AcB, 30°C y 200 rpm 
 
 
 
mg 
Se(IV)/L 
Valor máximo de 
biomasa (a) 
[Log10 (D/D0] 
Tiempo de 
latencia (Ȝ) [h] 
Velocidad específica 
de crecimiento µ (h-1) 
Tiempo de 
generación G (h) 
0 1,842 ± 0,143 0,462 ± 0,390 0,500 ± 0,052 1,397 ± 0,133 
2 1,784 ± 0,062 0,467 ± 0,229 0,473 ± 0,035 1,473 ± 0,111 
4 2,246 ± 0,394 0,042 ± 0,152 0,521 ± 0,060 1,342 ± 0,139 
6 1,540 ± 0,019 0,329 ± 0,066 0,409 ± 0,013 1,697 ± 0,055 
8 1,622 ± 0,064 0,400 ± 0,083 0,429 ± 0,011 1,616 ± 0,043 
10 1,990 ± 0,051 0,060 ± 0,091 0,450 ± 0,014 1,543 ± 0,048 
m 
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Se (IV)/L con valores estadísticamente iguales  de 0,521 h-1; 0,500 h-1 y  
0,473 h-1; 1,342 h; 1,473 h y 1,397 h, respectivamente (Tablas A.2.8 y A.2.9).  
 
Los valores de recuento celular  durante el crecimiento de la levadura 
Saccharomyces  cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212, son semejantes para 
todos los tratamientos durante las cinco horas posteriores a la inoculación 
(inóculo con activación B). Después se producen distintos comportamientos 
en el control y demás tratamientos en función de la concentración de Se (IV) 
en el medio de cultivo. Los coeficientes  estimados: valor máximo de 
biomasa (a), velocidad de crecimiento respecto al tiempo (b), y el tiempo 
requerido para alcanzar la máxima velocidad (c) , calculados según el ajuste 
al modelo de Gompertz modificado, para la ecuación:  
 
Y= a*exp (–exp(b–c*T)) 
donde Y= Log N/N0 ; N: número de células viables/mL  al tiempo T y N0 : 
número de células viables/mL  al tiempo inicial, se encuentran en la Tabla 13 
y todos tienen valores de coeficiente de determinación (R2) superiores a 
0,90, para cada tratamiento o concentración de Se(IV).  
 
En la prueba de Shapiro-Wilk para normalidad  de residuales, hay  una 
distribución homogénea de residuales para cada concentración de Se (IV),  
entonces las variables cumplen con el supuesto de homogeneidad de 
varianzas (p>0,05) excepto en la concentración de 8 mg Se(IV)/L y 
parcialmente  en la concentración de 10 mg Se(IV)/L . 
 
 Como se observa en la Tabla 14, los parámetros cinéticos (derivados de los 
coeficientes estimados de la Tabla 13), indican que 3,44 x108  ± 7,9x106 
células  viables/ mL es el valor máximo de biomasa, 0,662 ± 0,012 h-1 es la  
mayor  velocidad específica de crecimiento y 1,047± 0,019 h es el menor 
tiempo de generación a la concentración de 10 mg Se(IV)/L y 0,205 ± 0,022 
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h es el menor tiempo de latencia que se alcanza a la concentración de 4 mg 
Se(IV)/L.  
 
De otro lado, el estadístico de Levene, Tabla A.2.10, permite establecer que 
sólo los parámetros valor máximo de biomasa,  velocidad específica de 
crecimiento y tiempo de generación, cumplen con el supuesto de 
homogeneidad de varianzas (p>0,05). 
 
En el ANOVA, la concentración de Se(IV) presenta efecto significativo 
(p<0,05) sobre el valor máximo de biomasa, tiempo de latencia, velocidad 
específica de crecimiento y tiempo de generación,  mientras que, entre las 
réplicas no se observan diferencias (Tablas A.2.11, A.2.12, A.2.13  y  
A.2.14). 
 
En el caso de la prueba LSD (Tablas A.2.15, A.2.16,  A.2.17,  A.2.18.),  el 
valor máximo de biomasa  es estadísticamente igual a las concentraciones 
de 10, 8 y 2 mg Se(IV)/L  (3,44x 108,  3,37x 108 y  3,29x 108  células 
viables/mL) ; el menor tiempo de latencia  es igual estadísticamente a las 
concentraciones de 0, 2, 4 y 6 mg Se(IV)/L (0,337,  0,213, 0,205 y 0,225 
horas respectivamente);  la mayor velocidad específica de crecimiento a 10 
mg Se(IV)/L (0,662) y el menor tiempo de generación corresponde a las 
concentraciones de 8 y 10  mg Se(IV)/L (1,100 y 1,047 horas 
respectivamente). 
  
 
 
Tabla 13. Coeficientes estimados para recuento celular en el modelamiento  de Gompertz modificado 
YEPD, AcB, 30°C y 200 rpm durante 48 horas. 
 
CO 
0 mg Se(IV)/L 2 mg Se(IV)/L 4 mg Se(IV)/L 6 mg Se(IV)/L 8 mg Se(IV)/L 10 mg Se(IV)/L 
ES p ES p ES p ES p ES P ES P 
a 1,494 0,000 1,469 0,000 1,489 0,000 1,429 0,000 1,50419 0,000 1,50495 0,000 
b 1,014 0,000 0,988 0,000 0,984 0,045 1,058 0,000 1,26894 0,000 1,46319 0,000 
c 0,332 0,000 0,325 0,000 0,322 0,014 0,332 0,000 0,41903 0,000 0,44211 0,000 
R2 0,989 0,989 0,990 0,994 0,992 0,993 
a 1,467 0,000 1,499 0,000 1,444 0,000 1,417 0,000 1,506 0,000 1,514 0,000 
b 1,213 0,000 0,967 0,000 1,035 0,045 1,099 0,000 1,242 0,000 1,397 0,000 
c 0,318 0,000 0,319 0,000 0,331 0,014 0,329 0,000 0,414 0,000 0,431 0,000 
R2 0,986 0,988 0,990 0,994 0,992 0,993 
a 1,456 0,000 1,507 0,000 1,489 0,000 1,438 0,000 1,507 0,000 1,508 0,000 
b 1,045 0,000 1,210 0,000 1,089 0,045 1,070 0,000 1,265 0,000 1,400 0,000 
c 0,332 0,000 0,320 0,000 0,296 0,014 0,338 0,000 0,422 0,000 0,433 0,000 
R2 0,991 0,988 0,986 0,993 0,994 0,993 
a 1,492 0,000 1,498 0,000 1,468 0,000 1,406 0,000 1,501 0,000 1,527 0,000 
b 1,154 0,000 1,101 0,000 1,141 0,045 1,071 0,000 1,264 0,000 1,423 0,000 
c 0,309 0,000 0,298 0,000 0,304 0,014 0,329 0,000 0,421 0,000 0,444 0,000 
R2 0,985 0,990 0,984 0,994 0,993 0,993 
                CO: Coeficientes  ES: Estimado  R2= Coeficiente de determinación
  
 
 
 
 
 
 
Tabla 14. Parámetros cinéticos para recuento celular  en YEPD, AcB, 30°C y 200 rpm 
 
mg Se(IV)/L Valor máximo de biomasa (a) (cel/m L) 
Tiempo de latencia 
(Ȝ) [h] 
Velocidad específica 
de crecimiento µ (h-1) 
Tiempo de 
generación G (h) 
0 3,17E+08 ± 1,4E+07 0,337 ± 0.029 0,477 ± 0.016 1,455 ± 0,048 
2 3,29E+08 ± 1,2E+07 0,213 ± 0,035 0,472 ± 0,016 1,471 ± 0,053 
4 3,13E+08 ± 1,5E+07 0,205 ± 0,022 0,461 ± 0,021 1,506 ± 0,068 
6 2,79E+08 ± 9,0E+06 0,225 ± 0,054 0,472 ± 0,010 1,468 ± 0,031 
8 3,37E+08 ± 2,2E+06 0,621 ± 0,024 0,630 ± 0,005 1,100 ± 0,009 
10 3,44E+08 ± 7,9E+06 0,962 ± 0,059 0,662 ± 0,012 1,047 ± 0,019 
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Las  curvas  de crecimiento para la levadura Saccharomyces cerevisiae  
LALVIN  Bourgovin  RC 212, generadas con los valores de DO según el 
modelo Gompertz  modificado, se aprecian en la Figura 23,  donde la mayor 
turbidez debida a la presencia de biomasa se presenta en los cultivos con 
adiciones de  4 y 10  mg Se(IV)/L, además del control (0 mg Se(IV)/L ).   
 
En cuanto a las curvas de crecimiento para los valores de células 
viables/mL,  que se encuentran en la Figura 24, se tienen mayores valores 
de biomasa  con las adiciones de 8 y 10 mg Se(IV)/L.  
Los resultados de las pruebas estadísticas y las curvas de crecimiento 
modeladas de las Figuras  21, 22, 23 y 24, indican que la activación B, en  la 
preparación del  inóculo de la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN 
Bourgovin RC212, produce un mayor valor de biomasa para un periodo de 
48 horas  a 30°C y 200 rpm, adicionalmente, es evidente que las curvas de 
crecimiento en función del recuento celular proporcionan mayor información 
sobre la influencia de las diferentes concentraciones de Se(IV), en la 
viabilidad celular de la levadura, que aquéllas en función de la densidad 
óptica.  
 
4.3. Selección de la concentración de Se (IV) para obtener selenio- 
       levadura 
 
Los recuentos celulares para las biomasas de levadura obtenidas en 
los cultivos de 72 y 48 horas, son numéricamente diferentes, así el mayor 
valor de biomasa, menor tiempo de latencia y menor tiempo de generación 
se logran con AcB, a un pH inicial de de 6,00 ± 0,20, después de 48 horas 
de cultivo a 30°C y 200 rpm. Al comparar los parámetros cinéticos de 
recuento celular de ambos crecimientos (AcA y ACB), se encuentra que, 
según la  prueba de Levene  (Tabla A.3.1) sólo  el   tiempo  de  generación  
presenta  homogeneidad  de varianzas (p>0,05).   
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Figura 23. Curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces  
cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212  en YEPD según el 
modelo Gompertz modificado en función de la DO. 
 
 
 
Figura 24. Curvas de crecimiento de la levadura Saccharomyces       
cerevisiae  LALVIN Bourgovin RC 212  en YEPD según el 
modelo      Gompertz modificado en función del número de 
células viables/ mL 
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En el ANOVA (Tablas A.3.2, A.3.3, A.3.4; A.3.5), la concentración, el tipo de 
activación y la interacción concentración de Se(IV)-tipo de activación, 
presentan efecto significativo (p<0,05) sobre el valor máximo de biomasa y 
la velocidad específica de crecimiento, mientras que el  tipo de activación 
utilizada en  la preparación del  inóculo, produce  efecto significativo (p<0,05) 
sobre el tiempo de latencia. El tipo de activación así como la interacción 
concentración-tipo de activación presentan efecto significativo (p<0,05) 
sobre el tiempo de generación.  
 
Finalmente, la prueba de Tukey (Tablas A.3.6, A.3.7, A.3.8, A.3.9) indica que 
el mayor valor de biomasa es para los tratamientos con AcB a 
concentraciones de 10, 8, 2 y 0 mg Se(IV)/L; el menor tiempo de latencia 
para AcB a concentraciones de 6, 2 y 4 mg Se  (IV)/L;  la mayor velocidad 
específica de crecimiento para los tratamientos con AcB a 10 mg Se(IV)/L y 
con AcA a 2 mg Se(IV)/L y el menor tiempo de generación es para AcB a 
concentraciones de 8  y 10 mg Se(IV)/L y AcA a 2 mg Se(IV)/L.  
 
Al evaluar el crecimiento de la levadura en términos de porcentaje de células 
no viables,  éste alcanza valores cercanos al 30%, a la concentración de 10 
mg Se(IV)/L con AcA en crecimiento por 72 horas (Rodríguez et al.; 2018), 
mientras que las levaduras con AcB  en crecimiento por 48 horas, alcanzan 
valores de 12% de células no viables a la misma concentración de Se(IV). 
 
En la Figura 25 se observa la variación del porcentaje de viabilidad celular 
de la levadura,  después   de  48  horas  de  cultivo  en  el  medio  YEPD  
con  AcB,  a las concentraciones de Se(IV) evaluadas, así , en el control (0 
mg Se(IV)/L) se tiene  99,4 %, de viabilidad  celular, valor que se mantiene 
constante a las demás concentraciones (2, 4 y 6 mg Se(IV)/L) hasta que 
disminuye a 93,8% con 8 mg Se(IV)/L, siendo aún menor a una 
concentración de 10 mg Se(IV)/L (87%). Este comportamiento indica la 
influencia inhibitoria de las concentraciones de selenito sobre el crecimiento 
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celular, que según Herrero y Wellinger (2015)  responde a  los mecanismos 
mediante los cuales éste ingresa en las células de levadura Saccharomyces 
cerevisiae  e interfiere con sus procesos celulares, como puede observarse 
en la Figura 5. 
 
 
 
Figura 25. Porcentaje de Viabilidad celular de  Saccharomyces 
cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212 a diferentes 
concentraciones     de Se(IV) durante 48 horas de cultivo 
 
Adicionalmente, cuando la levadura Saccharomyces cerevisae  LALVIN 
Bourgovin RC 212 crece con AcA,  en  concentraciones  de 6, 8 y 10 mg 
Se(IV)/L durante 72 horas, presenta una coloración rojiza, diferente de la 
coloración rosada durante el crecimiento con AcB, para las mismas 
concentraciones antes mencionadas. Al respecto Marinescu  y Stoicescu  
(2011) indican que el color de la levadura Saccharomyces cerevisiae 
selenizada también es un indicativo del nivel de acumulación de selenio, a 
mayor intensidad en la coloración rojiza, mayor acumulación de selenio. 
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No obstante que, las adiciones de selenito al YEPD en concentraciones de 8 
y 10 mg Se(IV)/L, durante la fase de crecimiento exponencial de la levadura, 
producen mayor biomasa cuando la levadura Saccharomyces cerevisiae 
LALVIN Bourgovin RC 212 se cultiva durante 48 horas con inóculo AcB, a 
30°C y 200 rpm, es conveniente señalar que su porcentaje de viabilidad 
celular es 6% mayor con la adición de 8mg Se(IV)/L que  con 10mg Se(IV)/L,  
con una coloración rosada de la biomasa, en ambos casos, lo que sugiere 
que a 10 mg Se(IV)/L se produce probablemente mayor inhibición del 
crecimiento que a una concentración de 8 mg Se(IV)/L, lo que coincide con 
la conclusión de Kieliszek et al. (2016), que un menor tiempo de exposición y 
baja concentración de este elemento en el medio de cultivo es el método 
más efectivo para evitar la acumulación de Se(IV) en la biomasa de 
levadura.  
 
De acuerdo a las evidencias disponibles, la obtención de selenio-levadura, 
con mayor biomasa y una viabilidad celular superior al 90% se alcanza al 
cultivar la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212 en 
el medio YEPD, adicionando selenito de sodio a las 5 horas de la inoculación 
(fase de crecimiento exponencial), para tener una concentración de 8 mg 
Se(IV)/L en el medio de cultivo, a 30°C y 200 rpm durante 48 horas.  
 
4.4.   Cuantificación de selenio en selenio-levadura    
 
La biomasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN   
Bourgovin RC 212 se separa del medio de cultivo durante la fase 
estacionaria de crecimiento, mediante centrifugación, después de 48 horas 
de cultivo. La biomasa (sin residuo de medio de cultivo), se coloca a -20°C y 
el sobrenadante a +4°C para el análisis posterior. 
 
Los resultados de la determinación de glucosa en los sobrenadantes del 
control y de la selenio-levadura indican que se ha consumido durante el 
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crecimiento. En lo que respecta a los contenidos de  etanol se encontraron 
niveles de 0,330 ± 0,012  y 0,311± 0,015% p/v respectivamente, pues se 
trata de un crecimiento en condiciones aeróbicas. 
 
4.4.1.   Selenio total en la muestra de selenio-levadura 
 
La biomasa de levadura selenizada, como se observa en la Figura 
26, mantiene su morfología celular después de tres lavados con agua 
ultrapura y aplicación de ultrasonido, lo que representa una alternativa para 
eliminar Se(IV) extracelular remanente, de la pared celular de la levadura.  
 
 
 
Figura 26. Microfotografía de la biomasa de levaduras 400X sin lavado 
(SL) y con lavado en medio acuoso y sonicación  x 1minuto a 
20 kHz (CS). 
 
La etapa de digestión ácida o mineralización de las muestra de selenio-
levadura en suspensión, requiere un procedimiento cuidadoso y progresivo, 
pues el ácido perclórico no es un oxidante en disolución acuosa, debido a 
que forma una mezcla azeotrópica con el agua, que hierve a 170°C, 
temperatura a la cual es un oxidante poderoso y rápido (Feigl y Anger; 
1980), lo que implica que primero se deben eliminar  los vapores nitrosos 
como se aprecia en la Figura 27, luego proseguir con la acción del ácido 
perclórico hasta oxidación total del selenio intracelular a Se(VI) y luego la 
CS SL 
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reducción cuantitativa a Se(IV) con la adición de ácido clorhídrico (Svarc-
Gajic et al; 2006). 
 
 
 
Figura  27. Mineralización de las muestras de levadura con HNO3- HClO4 
Los resultados de selenio total en el medio intracelular de las muestras de 
levadura control y selenizadas, provenientes de los crecimientos con AcB a 
las diferentes concentraciones de Se(IV), se observan en la Figura 28, 
donde se aprecia que la cantidad de selenio total intracelular se incrementa 
conforme es mayor la cantidad de Se(IV) incorporada al cultivo.  
 
Adicionalmente, el color rosado de la biomasa de la levadura LALVIN 
Bourgovin RC 212 cultivada a  8 y 10 mg Se(IV)/L, coincide con una mayor 
acumulación de selenio total en el medio intracelular de la levadura.  
 
Finalmente, la selenio-levadura obtenida con la adición de selenito de sodio 
a una concentración de 8 mg Se(IV)/L en el medio de cultivo,  tiene 745 ± 38 
mg de selenio total / kg de biomasa ( base seca)  y el control de 0,10 ± 0,02 
mg de selenio total  / kg de biomasa (base seca) para tres repeticiones en 
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cada caso. Tales valores son reproducibles con el método 
espectrofotométrico utilizado.  
 
 
 
 
Figura 28. Viabilidad celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae 
LALVIN Bourgovin RC 212 respecto al contenido de selenio 
total intracelular en base seca en función de la cantidad de 
Se(IV) en el medio.  
 
 
No obstante que, según Constantinescu-Aruxandei et al. (2018), el último 
método desarrollado para determinar selenio total en suplementos dietarios  
es espectrometría de masa plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), con 
muestras  sometidas a digestión con ácido nítrico y peróxido de hidrógeno, y 
límites de detección del orden de ppt, los métodos espectrofotométricos, 
como el caso del método almidón-yoduro a 590 nm, precedido de una 
mineralización, con límites de detección a nivel de ppm representa una 
alternativa, verificada con el uso de materiales de referencia apropiados 
como el selenito y el SELM-1.   
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4.4.2.  Cuantificación cromatográfica de selenometionina  y metilseleno 
cisteína  intracelular de levadura selenizada 
En las pruebas preliminares para la ruptura  de la pared celular de la 
levadura LALVIN Bourgovin RC 212, con la enzima β-glucoronidasa, se 
obtuvieron los esferoplastos a partir de las células de levadura, no obstante 
que la posterior hidrólisis alcalina no dio buenos resultados para la 
recuperación de los analitos objetivo. 
 
El procedimiento para preparar el extracto I a partir de la biomasa en 
suspensión, mediante la hidrólisis  alcalina seguida de extracción ácida  
produce la degradación de los componentes de la pared celular e hidrólisis 
de las proteínas intracelulares, mientras que la posterior acidificación 
favorece la formación de sal y el predominio de la forma catiónica de los 
aminoácidos.  
 
Además, el etanol agregado y la centrifugación respectiva, permiten separar 
los azúcares y componentes grasos. La filtración del sobrenadante y 
posterior evaporación favorecen la recuperación de los metabolitos del 
medio intracelular, luego de la adición de HCl (en concentración ± 0,03 M), 
pues suministra un pH aproximado de 1,5, en el que los aminoácidos 
predominan en su forma catiónica.  
 
El  contenido de aminoácidos totales de los extractos ácidos, se hallan con la 
curva estándar de la Figura 13, encontrándose 17,8 ± 0,2 % p/p de 
aminoácidos totales en la levadura control y 12,1 ± 0,1% p/p de aminoácidos 
totales en la selenio-levadura, que mediante la derivatización precolumna 
con OPA (Tabla 2) produce  los derivados fluorescentes (Figura 12) que 
luego son separados en el HPLC-DAD según el gradiente de la Tabla 3. Los 
niveles de selenometionina y metilselenocisteína intracelular no son 
detectables en la muestra de levadura control, mientras que en la muestra 
de selenio-levadura el contenido de selenometionina no es detectable y el de 
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metilselenocisteína es 630±150 mg/kg de biomasa (base seca), 
considerando que los límites de detección para el método HPLC-DAD son 
0,012 ppm para la selenometionina y 0,015 ppm para la metilselenocisteína.  
 
Una de las explicaciones sobre los resultados mencionados,  se relaciona 
con el uso de ultrasonido y altas concentraciones de NaOH, que producen 
transformaciones no deseadas de las especies, pues algunos investigadores 
mencionan que puede presentarse una oxidación parcial de SeCis a Se(IV) 
por  extracción de especies con NaOH 2 M asistida con ultrasonido (Ruzik et 
al.;2016). 
 
También es de interés señalar que según Mapelli et al. (2011), la 
metilselenocisteína es un metabolito que se encuentra en el medio 
intracelular de la selenio-levadura, sin conformar proteínas y en contenidos 
menores a los de la selenometionina. Al respecto, estos investigadores  
reportan contenidos intracelulares de 0,147 a 1,140 ȝg /g en base seca en 
muestras de selenio-levadura. Valores bastante menores que los 
encontrados en la selenio-levadura de la presente investigación.  
 
Por otro lado, en la obtención del extracto II, se utilizó el mismo tratamiento 
de hidrólisis alcalina-extracción ácida que en el extracto I, aunque sin 
ultrasonido y a menor temperatura. La centrifugación, separación del  
sobrenadante y la evaporación se realizaron de la misma manera que con el 
extracto I. Después de la evaporación, se utilizó agua pura en lugar de HCl 
6M en la recuperación del extracto y la derivatización, inyección y desarrollo 
cromatográfico posteriores se efectuaron en forma similar a las del extracto I, 
de acuerdo a las Tablas 2 y 3; lográndose cuantificar 1141 ± 42 mg de 
selenometionina/kg de biomasa en base seca, en la muestra de selenio-
levadura. Este resultado expresado como selenio corresponde a un 
contenido de 459 mg / kg de biomasa en base seca y representa el 61,6% 
del selenio total intracelular de la selenio-levadura (745 ± 38 mg de selenio 
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total / kg de biomasa (base seca). Este porcentaje de SeMet, se acerca al  
contenido mínimo (> 60% generalmente) reportado por Bierla et al. (2012) 
para la selenio-levadura. 
 
4.4.3.   Determinación de Se (IV) en el sobrenadante 
 
Al aplicar el método espectrofotométrico yodo-almidón a los 
sobrenadantes del cultivo con AcA, sólo se logró cuantificar selenio en  
aquéllos con  adición inicial de 10 mg Se(IV)/L, con valores de 6,8 mg 
Se(IV)/L a las 24 horas; 4,6 mg Se(IV)/L a las 48 horas y 3,0 mg Se(IV)/L a 
las 72 horas de cultivo; lo que implica una incorporación de 70% del Se (IV) 
a la biomasa de levadura, durante 67 horas desde la adición de selenito  de 
sodio  al medio de cultivo (Rodríguez et al., 2018). 
 
En los sobrenadantes de la levadura cultivada con AcB durante 48 horas,  se 
observa un comportamiento similar, con valores de 5,3 mg Se(IV)/L a las 24 
horas y de 3,5 mg Se(IV)/L a las 48 horas, cuando la levadura crece con 
adición inicial de 10 mg Se(IV)/L.  
 
De acuerdo a las cuantificaciones realizadas, la determinación de Se(IV) en 
el sobrenadante, requiere una curva estándar elaborada con adiciones de 
estándar para cada tipo de sobrenadante, no obstante que, la detección es 
factible en los cultivos con adiciones de 10 mg Se(IV) o superiores.Al 
respecto investigadores como Kieliszek et al. (2016) han determinado Se(IV) 
en el sobrenadante de cultivos de levadura Saccharomyces cerevisiae con  
el método Variamine Blue,  aunque en sobrenadantes con concentraciones 
entre 10 y 60 mg Se(IV)/L.  
 
El método yodo-almidón, según Narayana et al. (2003) es un método 
espectrofotométrico simple, rápido y sensible para el análisis de trazas de 
selenio, características que comparte con el método Variamine-Blue 
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(Revanasiddapppa y Kiran Kumar; 2001), ambos métodos se basan en la 
misma reacción de óxido–reducción: SeO32–  + 4I1– + 6H1+  Se  + 2I2 + 
3H2O (Cjuno y Rodriguez; 2018), sin embargo, la presencia de  
componentes diferentes en cada etapa del cultivo, interfieren en la 
cuantificación de Se(IV) en el sobrenadante, cuando las concentraciones de 
Se(IV) son menores a 10 mg/L.   
 
4.4.4. Evaluación del contenido de selenio intracelular en selenio-
levadura por voltametría cíclica 
 
Según Ochsenkhun-Petropoulou y Tsopelas (2016), el Se(IV) es una 
forma electroquímicamente activa del selenio, por eso ha sido necesaria la 
etapa de mineralización de la muestra de selenio-levadura, para transformar 
el selenio intracelular en esa especie.  
 
Como se puede observar en la Figura 29, el voltamograma cíclico de SELM-
1, después de la mineralización, presenta picos de oxidación similares al   
voltamograma cíclico del estándar de selenito de sodio de 10 mg Se(IV)/L. 
Este comportamiento se explica porque el selenio total del SELM-1 fue  
oxidado a Se(VI) y luego reducido cuantitativamente a Se(IV) durante la 
mineralización. Además, en ambos voltamogramas cíclicos, se aprecian 
procesos de oxido-reducción similares en el rango de 0,5 a 0,7 V, pues 
existe un ligero cambio de 0,02 V en el potencial del pico de oxidación que 
de 0,6 V para el estándar de 10 mg Se(IV)/L  pasa a 0,62 V en el SELM-1.    
 
De otro lado, en el voltamograma cíclico de la muestra de selenio-levadura, 
que también se encuentra en la Figura 29, se presentan características 
diferentes a las del SELM-1 y a las del estándar de Se(IV). Aunque el 
proceso de mineralización, la naturaleza y forma del electrodo de oro, la 
velocidad de barrido, el volumen de celda así como la concentración de 
electrolito soporte coinciden, la baja concentración 
  
 
 
 
 
 
Figura 29.  Voltamogramas cíclicos de la muestra de selenio-levadura, de los estándares (0 mg Se(IV)/L y 10 
      mg Se(IV)/L)  y de SELM-1 en  celda  de  10   mL , con  electrodo  de  oro  en  HClO4-HCl y barrido  
      de 150 mV/s.
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de selenio en la celda y  la presencia de diferentes electrolitos, en la matriz 
de la muestra mineralizada, se traduciría en una mayor fuerza iónica, que 
parece producir modificaciones en los procesos de oxido-reducción del ácido 
selenioso, en el rango comprendido entre 0,5 a 0,7 V, encontrándose que el  
pico de oxidación a 0,62 V en el voltamograma cíclico de SELM-1 se 
encuentra a 0,56 V  en el voltamograma de  la selenio-levadura. 
  
El comportamiento descrito, indica que el efecto matriz de la selenio-
levadura después de la mineralización, interfiere grandemente en la 
detección y cuantificación del selenio intracelular por voltametría cíclica. 
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5.   CONCLUSIONES 
 
De acuerdo con los resultados obtenidos durante el desarrollo de la 
presente investigación, se formulan las siguientes conclusiones. 
 
   Los métodos analíticos; espectrofotométrico almidón-yoduro y HPLC-
DAD (con hidrólisis alcalina-extracción ácida y derivatización previas) 
utilizados para la cuantificación  de selenio total y  selenometionina 
intracelulares en selenio-levadura, son confiables porque se han 
obtenido recuperaciones de 99,0% y 98,7%,  respectivamente. 
 
   El modelamiento matemático con Gompertz modificado proporciona los 
coeficientes estimados y los parámetros cinéticos para evaluar 
satisfactoriamente  el crecimiento de la levadura Saccharomyces  
cerevisiae Lalvin Bourgovin RC 212 a concentraciones menores a 10 mg 
Se(IV)/L, en función de la densidad óptica y del recuento celular.  
 
   Es factible obtener la selenio-levadura con mayor  biomasa y viabilidad 
celular superior a 90 % cultivando la levadura Saccharomyces cerevisiae 
Lalvin Bourgovin RC 212 durante 48 horas, a 30 °C y 200 rpm, en el 
medio YEPD, con adición de selenito de sodio a una concentración de 8 
mg Se(IV)/L, después de 5 horas de la  inoculación.  
 
   Los  contenidos  intracelulares  de  selenio  total,  selenometionina  y 
metilselenocisteína por kilogramo de biomasa de la selenio-levadura en 
base seca obtenidos en la presente investigación son: 745 ± 38 mg, 
1141 ± 42 mg y 630±150 mg, respectivamente, lo que significa que el  
61,6 % del selenio total en la selenio-levadura se encuentra como 
selenio orgánico en la forma de selenometionina.   
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   La determinación espectrofotométrica de Se(IV) en el medio de cultivo, 
con el método espectrofotométrico yodo-almidón a 570 nm, requiere una 
curva estándar para  cada etapa del  cultivo, aunque la  cuantificación es 
factible a concentraciones iguales o superiores a 10 mg Se(IV)/L.  
 
   El efecto matriz de la muestra de selenio-levadura mineralizada interfiere 
grandemente la detección y cuantificación de selenio intracelular por 
voltametría cíclica a concentraciones menores a 10 mg Se(IV)/L. 
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6.   RECOMENDACIONES 
 
   Validar la metodología analítica de hidrólisis alcalina- extracción 
ácida, derivatización con OPA combinadas con HPLC-DAD, para 
determinar selenometionina y metilselenocisteína en  diferentes 
muestras de selenio-levadura. 
   Evaluar con el método almidón-yoduro a 590 nm, el contenido de 
Se(IV) en el medio de cultivo, durante el proceso de selenización.  
   Utilizar otras técnicas voltamperométricas para la cuantificación 
intracelular de selenio en selenio-levadura. 
   Realizar la obtención de selenio-levadura a partir de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212 en un 
bioreactor, en las condiciones utilizadas en la presente investigación. 
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8. ANEXOS 
ANEXO A 
 
A.1.   Estadístico de Levene, ANOVA y LSD para DO y Recuento 
celular de Saccharomyces cerevisiae Lalvin RC212 en 
YEPD, a 30°C y 200rpm. 
 
 
Tabla A.1.1. Estadístico de Levene para Densidad Optica 
 (YEPD;72 horas) 
 
Variable Estadístico de Levene p 
Valor máximo de biomasa 0,780 0,579 
Tiempo de latencia 0,253 0,933 
Velocidad específica de 
crecimiento 0,224 0,948 
Tiempo de generación 0,670 0,652 
 
 
 
Tabla  A.1.2. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Valor máximo de biomasa 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,080 0,016 2,740 0,059 
Bloque 3 0,077 0,026 4,400 0,021 
Error 15 0,087 0,006 
  
Total 23 0,244 
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Tabla  A.1.3. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Tiempo de latencia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla A.1.4. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Velocidad específica de crecimiento µ (h-1) 
 
 
Tabla A.1.5. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Tiempo de generación G (h) 
 
Fuente Grados de libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 10,446 2,089 1,627 0,213 
Bloque 3 17,132 5,711 4,448 0,020 
Error 15 19,258 1,284 
  
Total 23 46,836 
   
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 29,948 5,990 2,132 0,118 
Bloque 3 19,418 6,473 2,304 0,118 
Error 15 42,138 2,809 
  
Total 23 91,504 
   
Fuente Grados de libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,225 0,045 2,674 0,064 
Bloque 3 0,063 0,021 1,247 0,328 
Error 15 0,253 0,017 
  
Total 23 0,541 
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Tabla A.1.6. Estadístico de Levene para Recuento Celular (YEPD; 
72 horas) 
 
Variable Estadístico de Levene p 
Valor máximo de biomasa 20,650 0,000 
Tiempo de latencia 7,303 0,001 
Velocidad específica de 
crecimiento 1,647 0,199 
Tiempo de generación 0,542 0,742 
 
 
Tabla A.1.7. Análisis de Varianza para Recuento Celular 
Valor máximo de biomasa 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 1,8E+15 3,6E+14 6,210 0,003 
Bloque 3 4,8E+15 1,6E+15 27,490 0,000 
Error 15 8,7E+14 5,8E+13 
  
Total 23 7,5E+15 
   
 
 
Tabla A.1.8. Análisis de Varianza para Recuento Celular 
Tiempo de latencia 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 4,756 0,951 3,046 0,043 
Bloque 3 11,586 3,862 12,367 0,000 
Error 15 4,684 0,312 
  
Total 23 21,026 
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          Tabla A.1.9. Análisis de Varianza para Recuento Celular 
Velocidad específica de crecimiento µ (h-1) 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla A.1.10. Análisis de Varianza para Recuento Celular 
Tiempo de generación G (h) 
 
  
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 1,843 0,369 2,402 0,086 
Bloque 3 0,986 0,329 2,141 0,138 
Error 15 2,302 0,153 
  
Total 23 5,131 
   
 
 
Tabla A.1.11. Diferencia Límite Significativa (LSD) 
Valor máximo de biomasa para Recuento celular 
  
Se(IV) (mg/L) Valor máximo de biomasa Agrupación 
2 6,9E+07 a 
 
0 5,0E+07 
 
b 
6 4,7E+07 
 
b 
8 4,7E+07 
 
b 
4 4,6E+07 
 
b 
10 4,3E+07 
 
b 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,191 0,038 3,780 0,020 
Bloque 3 0,015 0,005 0,496 0,691 
Error 15 0,151 0,010 
  
Total 23 0,357 
   
106 
 
Tabla A.1.12. Diferencia Límite Significativa (LSD) 
Tiempo de latencia para Recuento celular 
 
 
Se(IV) (mg/L) Tiempo de latencia Agrupación 
4 3,102 a 
 
2 2,743 a B 
0 2,041 
 
B 
6 2,021 
 
B 
8 1,988 
 
B 
10 1,974 
 
B 
 
 
 
 
Tabla A.1.13. Diferencia Límite Significativa (LSD)Velocidad específica 
de crecimiento para Recuento celular 
 
Se(IV)(mg/L) 
Velocidad 
específica de 
crecimiento 
Agrupación 
2 0,646 a 
 
4 0,525 a B 
0 0,430 
 
B 
6 0,422 
 
B 
8 0,410 
 
B 
10 0,393 
 
B 
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A.2.   Estadístico de Levene, ANOVA y LSD para DO y   Recuento 
celular de Saccharomyces cerevisiae Lalvin RC212 en 
YEPD,  AcB, a 30°C y 200 rpm. 
 
 
Tabla A.2.1. Estadístico de Levene para DO (YEPD ; 
48 horas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tabla A.2.2. Análisis de Varianza para Densidad Óptica  
Valor máximo de biomasa 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 1,314 0,263 8,770 0,000 
Bloque 3 0,110 0,037 1,220 0,335 
Error 15 0,449 0,030 
  
Total 23 1,873 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
Variable Estadístico de Levene P 
Valor máximo de 
biomasa 3,410 0,024 
Tiempo de latencia 0,670 0,654 
Velocidad específica de 
crecimiento 0,580 0,713 
Tiempo de generación 0,400 0,840 
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Tabla A.2.3. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Tiempo de latencia 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,754 0,151 3,800 0,020 
Bloque 3 0,146 0,049 1,230 0,334 
Error 15 0,595 0,040 
  
Total 23 1,495 
   
 
 
 
Tabla A.2.4. Análisis de Varianza para Densidad Óptica 
Velocidad específica de crecimiento µ (h-1) 
 
 
 
 
Tabla A.2.5. Análisis de Varianza para Densidad Óptica. Tiempo de 
generación G (h) 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,358 0,072 7,890 0,001 
Bloque 3 0,033 0,011 1,230 0,335 
Error 15 0,136 0,009 
  
Total 23 0,527 
   
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,036 0,007 5,620 0,004 
Bloque 3 0,005 0,002 1,200 0,345 
Error 15 0,019 0,001 
  
Total 23 0,060 
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Tabla A.2.6. Diferencia Límite Significativa (LSD). Valor máximo de 
biomasa para Densidad óptica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla A.2.7. Diferencia Límite Significativa (LSD) 
Tiempo de latencia para Densidad óptica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se(IV)(mg/L) Valor máximo de biomasa Agrupación 
4 2,25 A    
10 1,99 A B   
0 1,84  B C  
2 1,78  B C D 
8 1,62   C D 
6 1.54    D 
mg Se(IV) /L Tiempo de latencia Agrupación 
2 0,467 A 
 
0 0,462 A 
 
8 0,400 A 
 
6 0,329 A B 
10 0,060 
 
B 
4 0,042 
 
B 
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Tabla A.2.8. Diferencia Límite Significativa (LSD). Velocidad 
específica de crecimiento para Densidad óptica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla A.2.9. Diferencia Límite Significativa (LSD). Tiempo 
de Generación para Densidad óptica 
   
mg Se(IV)/L) Tiempo de generación Agrupación 
6 1,697 A 
  
8 1,616 A B 
 
10 1,543 
 
B 
 
2 1,473 
 
B C 
0 1,397 
  
C 
4 1,342 
  
C 
 
 
 
 
 
 
mg Se(IV)/L) 
Velocidad 
específica de 
crecimiento 
Agrupación 
4 0,521 A    
0 0,500 A B   
2 0,473 A B C  
10 0,450  B C D 
8 0,429   C D 
6 0,409    D 
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                   Tabla A.2.10. Estadístico de Levene para Recuento celular 
(YEPD; 48 horas) 
 
 
Variable Estadístico de Levene P 
Valor máximo de biomasa 1,580 0,217 
Tiempo de latencia 8,100 0,000 
Velocidad específica de 
crecimiento 1,720 0,181 
Tiempo de generación 2,660 0,057 
 
 
Tabla A.2.11. Análisis de Varianza para Recuento celular 
Valor máximo de biomasa 
 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 1,1E+16 2,1E+15 16,110 0,000 
Bloque 3 1,6E+14 5,2E+13 0,390 0,762 
Error 15 2,0E+15 1,3E+14 
  
Total 23 1,3E+16 
   
 
 
 
           Tabla A.2.12. Análisis de Varianza para Recuento celular Tiempo 
de  latencia 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 1,871 0,374 8,580 0,001 
Bloque 3 0,155 0,052 1,190 0,349 
Error 15 0,654 0,044 
  
Total 23 2,680 
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Tabla A.2.13. Análisis de Varianza para Recuento celular 
Velocidad específica de crecimiento 
  
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,167 0,033 177,540 0,000 
Bloque 3 0,001 0,000 1,440 0,272 
Error 15 0,003 0,000 
  
Total 23 0,171 
   
 
 
Tabla A.2.14. Análisis de Varianza para Recuento celular 
Tiempo de Generación 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla A.2.15. Diferencia Límite Significativa (LSD). Valor  máximo 
de biomasa para Recuento celular 
 
mg Se(IV)/L) Valor máximo de biomasa Agrupación 
10 3,44E+08 A 
  
8 3,37E+08 A 
  
2 3,29E+08 A B 
 
0 3,17E+08 
 
B 
 
4 3,13E+08 
 
B 
 
6 2,79E+08 
  
C 
 
Fuente 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración 5 0,871 0,174 109,150 0,000 
Bloque 3 0,009 0,003 1,930 0,168 
Error 15 0,024 0,002   
Total 23 0,905    
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Tabla A.2.16. Diferencia Límite Significativa (LSD). Tiempo 
de latencia para Recuento celular 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Tabla A.2.17. Diferencia Límite Significativa (LSD) 
             Velocidad Específica de Crecimiento para  
Recuento Celular 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
mg Se(IV)/L) Tiempo de latencia Agrupación 
10 0,962 A   
8 0,621  B  
0 0,337  B C 
6 0,225   C 
2 0,213   C 
4 0,205   C 
mg Se(IV)/L) 
Velocidad 
específica de 
crecimiento 
Agrupación 
10 0,662 A   
8 0,630  B  
0 0,477   C 
6 0,472   C 
2 0,472   C 
4 0,461   C 
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  Tabla A.2.18. Diferencia Límite Significativa (LSD) 
       Tiempo de generación para Recuento Celular 
 
Selenio (mg/L) Tiempo de generación Agrupación 
4 1,506 A 
 
2 1,471 A 
 
6 1,468 A 
 
0 1,455 A 
 
8 1,100 
 
B 
10 1,047 
 
B 
 
 
 
A.3.   Estadístico de Levene, ANOVA y LSD para comparación de  
los parámetros cinéticos de crecimiento en función del 
Recuento celular de Saccharomyces cerevisiae Lalvin 
RC212 en YEPD, 30°C y 200 rpm (AcA versus AcB). 
 
 
Tabla A.3.1. Estadístico de Levene 
 
Variable Estadístico de Levene P 
Valor máximo de biomasa 
(a) (cel/L) 6,3087 0,000 
Tiempo de latencia (Ȝ) [h] 12,995 0,000 
Velocidad específica de 
crecimiento µ (h-1) 5,5806 0,000 
Tiempo de generación G 
(h) 1,6618 0,123 
 
 
        
115 
 
    Tabla A.3.2. ANOVA. Valor máximo de biomasa (a) (cel/mL) 
 
 
Origen 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración: C 5 6,50E+15 1,30E+15 6,003 0,000 
Levadura: L 1 8,72E+17 8,72E+17 4024,320 0,000 
C*L 5 5,99E+15 1,20E+15 5,534 0,01 
Residuales 36 7,80E+15 2,17E+14   
Total 47 8,92E+17    
   
 
Tabla A.3.3. ANOVA.Tiempo de latencia (Ȝ) [h] 
 
 
Origen 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración: C 5 1,595 0,319 0,673 0,647 
Levadura: L 1 42,545 42,545 89,701 0,000 
C*L 5 5,027 1,005 2,120 0,085 
Residuales 36 17,075 0,474   
Total 47 66,242    
 
 
Tabla A.3.4. ANOVA. Velocidad específica de crecimiento µ (h-1) 
 
 
Origen 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración: C 5 0,078 0,016 3,276 0,015 
Levadura: L 1 0,041 0,041 8,736 0,005 
C*L 5 0,279 0,056 11,776 0,000 
Residuales 36 0,171 0,005   
Total 47 0,569    
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Tabla A.3.5. ANOVA. Tiempo de generación G (h) 
 
Origen 
Grados 
de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Media 
cuadrática F p 
Concentración: C 5 0,450 0,090 0,975 0,446 
Levadura: L 1 0,689 0,689 7,465 0,010 
C*L 5 2,269 0,454 4,919 0,002 
Residuales 36 3,322 0,092 
  
Total 47 6,729 
   
 
 
 
Tabla A.3.6. Prueba de Tukey para el Valor máximo de biomasa (a) 
(cel/mL) 
 
Concentración 
(mg Se(IV)/L) Activación 
Valor máximo de 
biomasa (a) 
(cel/mL) 
Agrupación 
10 B 3,4E+08 a     
8 B 3,4E+08 a     
2 B 3,3E+08 a     
0 B 3,2E+08 a     
4 B 3,1E+08 a b   
6 B 2,8E+08   b   
2 A 6,9E+07     c 
0 A 5,0E+07     c 
6 A 4,7E+07     c 
4 A 4,7E+07     c 
8 A 4,6E+07     c 
10 A 4,3E+07     c 
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Tabla A.3.7. Prueba de Tukey para el Tiempo de latencia (Ȝ) [h] 
 
Concentración 
(mg Se(IV)/L) Activación 
Tiempo de 
latencia (Ȝ) [h] Agrupación 
4 A 3,10 a       
2 A 2,74 a       
0 A 2,04 a b     
6 A 2,02 a b c   
8 A 1,99 a b c   
10 A 1,98 a b c   
10 B 0,96   b c d 
8 B 0,62   b c d 
0 B 0,34     c d 
6 B 0,23       d 
2 B 0,21       d 
4 B 0,20       d 
 
 
 
 
 
Tabla A.3.8. Prueba de Tukey para la Velocidad específica de 
crecimiento µ (h-1) 
 
 
Concentración 
(mg Se(IV)/L) Activación 
Velocidad 
específica de 
crecimiento µ (h-1) 
Agrupación 
10 B 0,66 a     
2 A 0,65 a     
8 B 0,63 a b   
4 A 0,52 a b c 
0 B 0,48   b c 
6 B 0,47   b c 
2 B 0,47   b c 
4 B 0,46   b c 
0 A 0,43     c 
6 A 0,42     c 
8 A 0,41     c 
10 A 0,39     c 
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Tabla A.3.9. Prueba de Tukey para el Tiempo de generación 
G (h) 
 
Concentración 
(mg Se(IV)/L) 
Tipo de 
levadura 
Tiempo de 
generación G 
(h) 
Agrupación 
10 A 1,95 A   
8 A 1,74 A b 
6 A 1,70 A b 
0 A 1,65 A b 
4 B 1,51 A b 
2 B 1,47 A b 
6 B 1,47 A b 
0 B 1,45 A b 
4 A 1,33 A b 
2 A 1,12   b 
8 B 1,10   b 
10 B 1,05   b 
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